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ÖZET 

 

 

Hidrojen Peroksit ile İndüklenmiş BEAS-2B Hücrelerinde Yeni 

Sentezlenen Benzimidazol Türevi Bileşiğin Endoplazmik Retikulum 

Stresi ve UPR Sinyal Yolağı Üzerine Etkisi 
 

 

 Solunum epiteli solunumla alınan zararlı partiküller ve enfeksiyon ajanlarına karşı ilk 

savunma bariyerini oluşturur. Solunum epitel hücrelerinde reaktif oksijen türlerinin neden 

olduğu oksidatif stres, kronik obstrüktif akciğer hastalığı (KOAH) gibi kronik solunum yolu 

hastalıklarının patofizyolojisinde önemli rol oynamaktadır. 

 Bu tez çalışmasında, insan bronş epitel hücre hattı olan BEAS-2B hücrelerinde 

oksidatif stres koşulları altında, endoplazmik retikulum (ER) stresinin katlanmamış protein 

cevabı (UPR)’nin hangi yolağı üzerinden gerçekleştiğinin ve yeni sentezlenen benzimidazol 

türevi bileşiğin (RHE-231) ER stresi ve UPR sinyal yolağında koruyucu bir etkisinin olup 

olmadığının gen ve protein düzeyinde aydınlatılması amaçlandı. Bu doğrultuda, BEAS-2B 

hücreleri farklı konsantrasyonlar (0-200 μM) ve sürelerde (24 ve 48 saat) hidrojen peroksit 

(H2O2)’ye maruz bırakılarak uygun konsantrasyonlar (10 ve 20 μM) ve süre (24 saat) 

belirlendikten sonra oksidatif hasarlı hücre modeli oluşturuldu. Daha sonra BEAS-2B 

hücreleri farklı konsantrasyonlarda (0-100 µM) RHE-231’e 24 saat süresince maruz 

bırakılarak uygun konsantrasyonlar (5 ve 10 μM) belirlendi. 

 Çalışmada, oksidatif hasarlı hücre modeli, malondialdehit (MDA) düzeyinin 

spektrofotometrik ölçümüyle teyit edildi. 24 saat süresince 10 ve 20 μM konsantrasyonlarda 

H2O2’ye maruz bırakılan BEAS-2B hücrelerinde MDA düzeyi kontrol grubuna kıyasla 

anlamlı olarak yüksek bulundu (10 μM konsantrasyonda p=0.000; 20 μM konsantrasyonda 

p=0.000). UPR yolağı parametrelerinden, IRE1α (20 µM H2O2 + 5 µM RHE-231 

konsantrasyonda 11.95 kat p=0.026; 20 µM H2O2 + 10 µM RHE-231 konsantrasyonda 14.31 

kat p=0.000037), PERK (20 µM H2O2 + 5 µM RHE-231 konsantrasyonda 3.65 kat p=0.032; 

20 µM H2O2 + 10 µM RHE-231 konsantrasyonda 39.27 kat p=0.012) gen ekspresyon 

seviyelerinin kontrol grubuna kıyasla anlamlı derecede arttığı gözlenirken, ATF6 ve GRP78 

gen ekspresyon seviyelerinde gruplar arasında anlamlı bir fark gözlenmedi (p>0.05). 

Western blot analizi sonuçlarına göre, IRE1α ve ATF4 miktarlarında 20 µM H2O2, 20 µM 

H2O2 + 5 µM RHE-231 ve 20 µM H2O2 + 10 µM RHE-231 konsantrasyonlarında kontrol 

grubuna kıyasla anlamlı bir artış gözlendi (p<0.01 ve p<0.001).  

 Sonuç olarak, bu çalışmada, BEAS-2B hücrelerinde, H2O2 aracılı oksidatif stresin ER 

stresini uyardığını ve UPR yolağını aktif hale getirdiği, ancak yeni sentezlenen benzimidazol 

türevi bileşik olan RHE-231’in ER stresini hafifletmede etkili olmadığı ortaya konmuştur. 

 

 

Anahtar Kelimeler: Oksidatif stres, BEAS-2B, ER stresi, Benzimidazol 
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ABSTRACT 

 

 

Effect of Newly Synthesized Benzimidazole Derivative Compound on 

Endoplasmic Reticulum Stress and UPR Signaling Pathway in Hydrogen 

Peroxide-Induced BEAS-2B Cells 

 

 

 The airway epithelium forms the first defense barrier against inhaled harmful particles 

and infectious agents. Oxidative stress caused by reactive oxygen species in airway epithelial 

cells plays an important role in the pathophysiology of chronic airway diseases such as 

COPD. 

 In this thesis, the human bronchial epithelial cell line BEAS-2B cells, under the 

conditions of oxidative stress, it aimed to clarify at gene and protein levels endoplasmic 

reticulum (ER) stress occurs through which UPR pathway and whether the newly 

synthesized benzimidazole derivative compound (RHE-231) has a protective effect on ER 

stress and unfolded protein response (UPR) signaling pathway. In this respect, BEAS-2B 

cells were exposed to hydrogen peroxide (H2O2) at different concentrations (0-200 μM) and 

durations (24 and 48 hours), and after appropriate concentrations (10 and 20 µM) and 

duration (24 hours) have been determined, oxidative damaged cell model created. Then, 

BEAS-2B cells were exposed to RHE-231 for 24 hours at different concentrations (0-100 

μM) and appropriate concentrations (5 and 10 μM) were determined. 

 In this study, the oxidative damaged cell model was confirmed by spectrophotometric 

measurement of malondialdehyde (MDA) level. MDA levels were significantly higher in 

the BEAS-2B cells exposed to H2O2 at concentrations of 10 and 20 μM for 24 hours 

compared to the control group (p=0.000 at a concentration of 10 μM; p=0.000 at a 

concentration of 20 μM). Among the UPR pathway parameters, IRE1α (11.95 fold p=0.026 

at 20 µM H2O2 + 5 µM RHE-231 concentration; 14.31 fold p=0.000037 at 20 µM H2O2 + 

10 µM RHE-231 concentration), PERK (20 µM H2O2 + 5 µM RHE-231 3.65 times p=0.032; 

20 µM H2O2 + 10 µM RHE-231 39.27 times p=0.012), but there was no significant 

difference between ATF6 and GRP78 gene expression levels (p>0.05). According to the 

results of the Western blot analysis, a significant increase was observed in the amounts of 

20 μM H2O2, 20 μM H2O2 + 5 μM RHE-231 and 20 μM H2O2 + 10 μM RHE-231 in the 

amounts of IRE1α and ATF4 compared to the control group (p<0.01 and p<0.001). 

 In conclusion, in this study, it was demonstrated that H2O2 mediated oxidative stress 

in BEAS-2B cells stimulated ER stress and activated the UPR pathway, but the newly 

synthesized benzimidazole derivative compound RHE 231 was not effective in relieving ER 

stress. 
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1. GİRİŞ 

 

 

 Bugün tüm dünyada en sık rastlanılan ölüm nedenleri arasında altıncı sırada yer alan 

kronik obstrüktif akciğer hastalığı (KOAH), zararlı partikül ve gazların kronik inhalasyonu 

sonucu akciğerlerde oluşan geri dönüşümsüz bir hastalıktır (Buist ve ark. 2007). Solunan 

sigara dumanı, hava kirliliği, mesleki maruziyet ve solunum enfeksiyonları gibi nedenler 

oksidatif strese neden olmakta, bunun neticesinde akciğerlerde solunum epitel hücrelerinin 

hasarına yol açmaktadır. Solunum epiteli hasar gördüğünde ise, pro-inflamatuvar sitokin 

kaynağı olmaktadır (Barnes 2008). 

 Solunum işlevinin büyük bir kısmını sağlamada solunum epitelinin önemi çok 

büyüktür. Solunum epiteli, dış çevre ile epitelin altında bulunan doku arasında fiziksel bir 

engel görevi görerek patojenlerin geçişini kısıtlar ve solunum yolunu yabancı partiküllerden 

korur (Wang ve ark. 2008, Adkinson ve ark. 2013). Bu nedenle, başta KOAH olmak üzere 

birçok akciğer hastalığı epitelyal anormalliklerle ilişkilendirilmiştir. KOAH gibi 

hastalıklardan muzdarip hastaların hava yolları “normal” hava yollarına kıyasla farklı 

fenotipler üreten hücresel yapısal değişiklikler (remodeling) geçirmektedir (Parker ve ark. 

2010). 

 Reaktif oksijen türleri (ROS)’un aşırı üretimi, oksidanlar ve antioksidanlar arasındaki 

dengenin oksidanlar lehine gelişerek hücre hasarına neden olan oksidatif strese yol 

açmaktadır (Finkel ve Holbrook 2000, Halliwell ve Whiteman 2004). Bu reaktif oksijen 

türleri, hücresel fonksiyonu direkt olarak etkileyebilmektedir. Yapılan çalışmalar, oksidatif 

stresin KOAH ve astım gibi çeşitli solunum yolu hastalıklarının patogenezinde kritik bir rol 

oynadığını göstermiştir (Arja ve ark. 2013, Morse ve Rosas 2014). Bu nedenle, oksidatif 

stres üzerine yapılan çalışmalar oksidatif stresin biyolojik etkilerini ortaya koymak adına 

önem arz etmektedir. 

 Endoplazmik retikulum (ER), protein katlanmasında görev alan, hemen hemen tüm 

membran ve sekretuvar proteinlerin post-translasyonel olarak işlendiği bir organeldir 

(Schröder ve Kaufman 2005a, Smith ve ark. 2011). Ancak, oksidatif stres, hipoksi, glukoz 

açlığı, kalsiyum seviyesindeki değişiklikler ve virüs enfeksiyonu gibi nedenlerden dolayı ER 

lümeninde yanlış katlanmış ve/veya katlanmamış proteinlerin birikmesi ER stresine neden 

olmaktadır (Malhotra ve Kaufman 2007a, Lin ve ark. 2008). ER stresi protein homeostazını 



2 
 

düzeltmek için katlanmamış protein cevabı (UPR) olarak adlandırılan hücre içi sinyal iletim 

yolaklarını tetikler (Davenport ve ark. 2008). UPR, ER membranında yer alan transmembran 

proteinlerini (PERK, IRE1 ve ATF6) artırır. Bu UPR proteinleri ER şaperonlarını artırarak, 

translasyonu inhibe ederek ve ER-ilişkili protein degradasyonu (ERAD) denilen işlem ile 

yanlış katlanmış proteinleri proteazomlar aracılığıyla degradasyon için sitozole taşıyarak ER 

stresinin hafifletilmesine yardım eder (Kincaid ve Kooper 2007). ER stresi 

hafifletilemediğinde ise, UPR hücre apoptozunu indükler (Walter ve Ron 2011). Son yıllarda 

yapılan çalışmalar ER stresini hafifletmek için çeşitli terapötik ajanların kullanıldığını ortaya 

koymuştur (Gurer-Orhan ve ark. 2006, Zhang ve Wang 2018, Ge ve ark. 2018). Bu 

bileşiklerden en yaygın kullanılanlarının başında benzimidazol türevi bileşikler gelmektedir. 

Benzimidazol halkası aktif bir heterosiklik bileşik olduğundan çok sayıda farklı 

farmakolojik aktiviteye sahiptir (Hofmann 1953). 

 Bu tez çalışmasında, in vitro ortamda, insan akciğer bronş epitel hücreleri (BEAS-2B) 

hidrojen peroksit (H2O2)’ye maruz bırakılarak oksidatif hasarlı hücre modeli oluşturuldu. 

Böylelikle, H2O2’nin meydana getirdiği oksidatif hasar yanıtının ER stres yolağına 

etkilerinin araştırılması amaçlandı. Bir oksidan olan H2O2’nin bronş epitel hücrelerinde 

oksidatif ve apoptotik hasara neden olduğu çeşitli çalışmalarda gösterilmiştir (Xue ve ark. 

2005, Kastner ve ark. 2011, Gao ve ark. 2012). Ancak, H2O2 ile indüklenen ROS’un BEAS-

2B hücrelerinde ER stresinin ve UPR yolağının gen ve protein düzeyinde bir arada 

değerlendirildiği ve yeni sentezlenen benzimidazol türevi bir bileşik olan RHE-231’in ER 

stresi ve UPR sinyal yolağında koruyucu bir etkisinin olup olmadığı ile ilgili bir çalışma 

bulunmamaktadır.  
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2. GENEL BİLGİLER 

 

 

2.1. İnsan Solunum Epiteli  

 

 Epitel doku omurgalı vücut planındaki tüm tübüler organları örter ve vücut ile dış 

çevre arasında seçici bir filtre oluşturur (Johnson 2003, Marieb ve ark. 2013). Aynı zamanda 

iyon ve sıvı salgılar, seçici trans-epitelyal taşıma yapar ve fiziksel bir bariyer oluşturarak 

doku homeostazını korur (Jones 1990, Fleming 1992, Lodish ve ark. 2008). Epitelin organa 

özgü işlevleri çeşitlidir ve bu işlev hücre tipleri tarafından belirlenmektedir. 

 Solunum yolu, farklı epitel kombinasyonları ile kaplı 3 bölgeden (trakeobronşial 

bölge, bronşiolar bölge ve bronşioalveolar bölge) oluşur. Solunum yolu larinksten 

başlayarak trakeadan aşağı doğru ilerler. Her bronşta bir tane olmak üzere iki bronşta 

dallanarak çok sayıda bronşiole ayrılır ve akciğer duvarlarında milyonlarca alveolar keseyle 

sonlanır (Şekil 2.1) (Hillery ve ark. 2003). Solunum yolunun tamamı, iletken ve proksimal 

bölgelerdeki besin-atık değişiminin ve alveolar bölgedeki gaz değişiminin sağlanması için 

yoğun bir damar ağı tarafından desteklenir (Dunsmore ve Rannels 1996). 

 Solunum epiteli, solunum yolunun ayrılmaz bir parçasıdır ve solunum yüzeyini 

invaziv patojenlerden veya yabancı partiküllerden korumak için çeşitli savunma 

mekanizmalarına sahiptir (Wang ve ark. 2008). Bu nedenle, solunum epitel hücre hatları 

solunum yolu hastalıklarını in vitro olarak incelemek için yaygın olarak kullanılmaktadır 

(Feltens ve ark. 2010, Kode ve ark. 2006). 

 İnsan solunum epiteli, kıkırdaklı trakeadan gaz değiştirici alveollere kadar tüm 

solunum yolu astarını oluşturur. Hava yolları, trakeadan bronşlara, solunum bronşiollerine 

ve son olarak da alveolar kanallara kadar kademeli olarak azalır (Empey 1978). Bu farklı 

bölgelerdeki solunum yolunun hücresel yapısı o bölümün işlevine göre değişir. Son yıllarda, 

solunum epitel hücrelerinin bir organa özgü immün mikro çevrenin şekillenmesinde rol 

oynadığı bulunmuştur (Holtzman ve ark. 2014, Weitnauer ve ark. 2016). 
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Şekil 2.1. İnsan solunum yolunun yapısı 

(https://training.seer.cancer.gov/anatomy/respiratory/passages/bronchi.html) 

  

 

2.1.1. Solunum Epitelinin Yapısı 

 

 Epitel dokular rejeneratif kapasitede olup, konfluent ve inerve olmaları bakımından 

diğer doku tiplerinden ayırt edici özelliklere sahiptirler (Marieb ve ark. 2013, Warburton ve 

ark. 2008). Epitel dokular hücre-hücre (Baum ve Georgiou 2011, Sawada ve ark. 2003) ve 

hücre-substratum temasında oldukça uzmanlaşmışlardır (Nievers ve ark. 1999). Epitel 

hücrelerinin üzerinde bulunduğu substratum, epitel rejenerasyonu için önemli olan iskeleyi 

oluşturmaktadır (Baranowsky ve ark. 2010). 

 Epitel dokuların en önemli özelliği, polariteye sahip olmalarıdır (St Johnston ve 

Ahringer 2010). Solunum epitelinde lümene bakan hücre membranı bileşim, yapı ve 

fonksiyon bakımından bazal ve lateral yüzeyden farklıdır. Bu yüzden apikal bazal polarite 

epitel fonksiyonu için kritik öneme sahiptir (St Johnston ve Sanson 2011). Apikal yüzey, dış 

çevre (akciğerler) ile etkileşime olanak sağlamak için hücre-hücre teması içermez iken, 

lateral yüzey komşu hücrelerle sıkı bağlantılar, adherens kavşaklar ve epitel dokuların seçici-

geçirgen bariyerini oluşturmak için sinerjik olarak işlev yapan geçit bağlantı proteinleri ile 

sıkı temas halindedir (Lal-Nag ve Morin 2009, Shin ve ark. 2006). Bazal bölme, altta 

https://training.seer.cancer.gov/anatomy/respiratory/passages/bronchi.html
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bulunan vaskülatürün yakınında besin ve atık ürün değişiminin meydana geldiği çeşitli 

integrinler ile bazal membrana bağlıdır (Albelda ve Buck 1990). 

 Solunum epiteli, solunum yolunun korunmasında işlev gören özel bir psödostratifiye 

(yalancı çok katlı) prizmatik epitel hücre tipinden meydana gelmektedir. Psödostratifiye 

prizmatik epitel yapısında, tüm hücreler doğrudan bazal membrana bağlanır ancak tüm 

hücreler lümen bölmesine ulaşmazlar. Bronşiolar bölge, yüzey gerilimini azaltmak için 

yüzey aktif madde (sürfaktan) salgılayan basit kübik hücre popülasyonundan meydana 

gelmektedir. Alveolar bölge ise, yüzey alanı ile gaz değişimini kolaylaştıran basit skuamöz 

(yassı) epitel hücre tipinden meydana gelmektedir (Johnson 2003). Basit skuamöz epitel 

geniş yüzey alanına sahiptir ve bu sayede basit difüzyonun hızlı bir şekilde gerçekleşmesini 

sağlamaktadır. Bu durum, akciğerlerin solunum bölgesini oluşturan alveollerdeki gaz 

alışverişini kolaylaştırmaktadır (Johnson 2003, Marieb ve ark. 2013). Alveolar bölgede iki 

farklı hücre tipi mevcuttur. Bunlardan birincisi, solunum yüzeyinin % 90’ını kaplayan ve 

ana işlevi gaz değişimi olan Tip I alveolar hücrelerdir. İkincisi ise, birçok sürfaktan proteini 

ve ekstraselüler matriks bileşenlerini salgılayarak alveolar boşluğu korumakla görevli Tip II 

alveolar hücrelerdir (Serrano-Mollar 2012). 

 Solunum epiteli, bazal hücreler, salgı hücreleri ve silya hücreleri olmak üzere 3 farklı 

hücre tipinden meydana gelmektedir (Şekil 2.2) (Spina 1998). 
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Şekil 2.2. Solunum epitelinde yer alan hücre tipleri (Zaheer 2010) 
 

 

2.1.1.1. Bazal Hücreler 

 

 Bazal hücreler, karakteristik olarak solunum epitelinin en küçük hücreleridir. Bu 

hücreler, sitoplazmik orana kıyasla büyük ve yoğun şekilde boyanan bir çekirdeğe sahiptir 

(Hicks ve ark. 1997). Bazal hücrelerin temel rolü, solunum epitel hücrelerini bir arada 

tutmak için bazal lamina ve prizmatik epitel ile etkileşime girmektir (Green ve Jones 1996). 

Bazal hücreler, bazal laminaya sıkı bir şekilde bağlanan tek hücre tipi olduğu için bu bağlar 

kuvvetlidir. Trakeal prizmatik hücreler desmozomal bağlantılar kullanarak bazal hücrelere 

ve komşu hücrelere bağlanır (Green ve Jones 1996). Desmozomal bağlantıların sayısı, epitel 

üzerindeki fiziksel stres seviyesinin yanı sıra yapışkanlığı ile de ilişkili olabilmektedir 

(Evans ve ark. 1990). Bazal hücreler epitelin yüksekliğine ve desmozomal eklerin sayısına 

göre farklılaştıklarından solunum epitelinin bütünlüğü açısından önemlidir. Bazal hücrelerin 

15-lipoksijenaz ve nötral endopeptidaz gibi çeşitli sitokinleri salgılamasının yanı sıra, goblet 

ve silya hücrelerinin orijin aldığı birincil hücre tipi olduğu da düşünülmektedir (Boers ve 

ark. 1998, Knight ve Holgate 2003). 
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2.1.1.2. Salgı Hücreleri 

 

 Salgı hücreleri, goblet hücreleri ve seröz hücrelerden oluşmaktadır. Bu hücre 

tiplerinden goblet hücrelerinin ana özelliği, membrana bağlı, elektron geçirgen, asidik ve 

solunum yolu boyunca salgılanan müsin granüllerinin olmasıdır (Evans ve ark. 2004, Zhu 

ve ark. 2008). Müsin mukusun ana bileşenidir. Bu mukus, istilacı patojenlerin ve yabancı 

partiküllerin solunum epiteline zarar vermeden uzaklaştırılması ve solunum epitelinin 

kurumasını önlemek için gereklidir. Mukus, glikoprotein yapıdaki müsin ve lizozim, 

defensin, immünoglobulin A (IgA) ve çeşitli sitokinler gibi antiviral ve antiinflamatuvar 

bileşenlerden oluşan viskoelastik bir jeldir (Nicholas ve ark. 2006). Mukusun viskoelastik 

özellikleri mukosiliyer klirens için gerekli olan müsin proteinlerine bağlıdır (Even-Tzur ve 

ark. 2008). Mukusun kontrollü üretimi, solunum yolu sağlığı için önemlidir (Farmer ve Hay 

1991). Kimyasal irritanlar, bağışıklık salgıları ve hava akımı mukus salgılanmasını 

artırabilmektedir (Even-Tzur ve ark. 2008). Goblet hücreleri, salgılanan mukus miktarı, 

mukusun asitliği ve viskozitesinin yanı sıra, fonksiyonel mukus oluşturmadaki tüm önemli 

medyatörlerin düzenlenmesinde rol oynar. Normal insan hava yollarında diğer epitel 

hücrelerin çoğalmasına bağlı olarak, şekil ve boyut olarak değişen epitelyal yüzey (mm2) 

başına yaklaşık 6800 goblet hücresi (Knight ve Holgate 2003) yer almaktadır (Rogers 2003).  

 Salgı hücrelerinin ikincisi, seröz hücrelerdir. Bu hücreler goblet hücreleri ile benzer 

morfolojiye sahiptir. Fakat granülleri sadece birkaç elektronun geçişine izin verecek şekilde 

farklılaşmıştır (Rogers 2003). Seröz hücreler, akciğerlerdeki kas hareketinin yarattığı 

sürtünmeyi azaltmak için lubrikant görevi görmektedir. 

 

 

2.1.1.3. Silya Hücreleri 

 

 Solunum epiteli boyunca en baskın hücre tipi olan silya hücreleri, bazal hücrelerden 

ortaya çıkan epitel hücrelerdir. Her bir hücre, mukosiliyer klirens işleminin bir parçası olarak 

mukusun periferal hava yollarından trakeaya doğru ilerletilmesini sağlamaktadır (Knight ve 

Holgate 2003). 
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2.1.2. Solunum Epitelinin Fonksiyonu 

 

 Solunum epitelinin en önemli fonksiyonu, iyon transportu ve yabancı istilacı 

partiküllere karşı bariyer görevidir (Koval 2009, Tsukita ve Furuse 2000). Epitelyal bariyer 

fonksiyonu, çeşitli hücre tiplerini bir arada tutan sıkı kavşaklar, adherens kavşaklar ve 

desmozomlar gibi epitel hücre tabakasında yer alan ve epitel bütünlüğünün korunmasında 

görevli bağlantı mekanizmaları ile gerçekleştirilir (Roche ve ark. 1993, Thompson ve ark. 

1995). Bu hücre-hücre kavşakları, dokudaki mekanik gücü korur ve komşu hücreler 

arasındaki iletişimi mümkün kılar. Bunun yanında, epitelyal hücre reseptörlerine 

erişebilecekleri ve/veya antijen üreten hücreleri aktive edebilecekleri bazolateral membran 

içine virüs, bakteri veya inhale alerjenlerin girişini engelleyen güçlü adezyon sağlar (Roche 

ve ark. 1993). 

 Solunum epitelinde bulunan goblet hücreleri ve submukozal bezler tarafından 

salgılanan mukus, yabancı partikülleri (bakteriler ve virüsler dahil) yakalayarak alt hava 

yollarını korur. Bu partikülleri tutan mukus silya hücreleri ile trakeaya doğru taşınarak atılır. 

Epitel ayrıca, çeşitli antimikrobiyalleri (laktoferrin, defensin ve katelekidin dahil), anti-

proteazları (sekretuvar lökoproteaz inhibitörü, elafin ve alfa-1 antitripsin (AAT) dahil) ve 

yabancı maddelerin yakalanmasına ve temizlenmesine yardımcı olan ek koruyucu 

mekanizma olarak antioksidanları salgılar (Thompson ve ark. 1995). 

 Solunum epitelinde bulunan yapısal hücreler, bronş duvarının bütünlüğünü korur ve 

inhale edilen zararlı maddelere karşı ilk savunma hattını oluşturur (Reynold ve Panettieri 

2004, Tamimi ve ark. 2012). Bu yapısal hücreler uzun süre hayatta kaldıklarından dolayı 

akciğer çoğunlukla proliferatif değildir (Cardoso ve Whitsett 2008, Ghosh ve ark. 2013). 

Fakat solunan sigara dumanı, hava kirliliği, mesleki maruziyet ve solunum enfeksiyonları 

gibi nedenler oksidatif strese ve epitel hasarına neden olur (Barnes 2008). Bu durumda hasar 

gören bölgenin hızlı bir şekilde kapatılması ve fiziksel bariyerin korunması için farklılaşmış 

epitel hücreleri ile yer değiştirilmesi önemlidir (Cardoso ve Whitsett 2008, Ghosh ve ark. 

2013). Hava yollarındaki yapısal hücreler tarafından başlatılan inflamatuvar yanıt immün 

hücreler tarafından güçlendirilerek solunum yolunun yeniden modellenmesine (remodeling) 

neden olmaktadır (Reynold ve Panettieri 2004, Tamimi ve ark. 2012). 
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2.1.3. Solunum Epiteli Hastalıkları 

 

 Solunum işlevinin büyük bir kısmını sağlamada solunum epitelinin önemi çok 

büyüktür. Bu yüzden, birçok akciğer hastalığı epitelyal anormalliklerle ilişkilidir. Astım, 

kistik fibrozis (KF) ve Kronik obstrüktif akciğer hastalığı (KOAH) gibi hastalıklardan 

muzdarip hastaların hava yolları “normal” hava yollarına kıyasla farklı fenotipler üreten 

hücresel yapısal değişiklikler (remodeling) geçirmektedir. Bu tip solunum yolu 

hastalıklarında solunum yollarındaki goblet hücre sayısı artarken, silya hücreleri 

azalmaktadır. Aynı zamanda yapısal hasara karşı duyarlılıkları artmaktadır (Parker ve ark. 

2010).  

 Solunum epitelinde bulunan silya hücrelerini örten mukus tabakası, inhale edilen 

partikülleri hava yollarından yakalar ve çıkartır. Bu süreç mukosiliyer klirens olarak 

adlandırılır (Rogers 2005). KOAH’ta, solunan sigara dumanı ve hava kirliliği gibi 

nedenlerden dolayı mukosiliyer fonksiyon bozulur. Bu durum, aşırı mukus üretimine, 

solunum yolunun tıkanmasına ve enfeksiyonuna neden olur (Koblizek ve ark. 2011, Liu ve 

Di 2012).  

 Solunum epitel hücreleri doğuştan gelen ve adaptif immün yanıtın ayrılmaz bir 

parçasıdır. Müsin, defensin ve sekretuvar lökoproteaz inhibitörü gibi antimikrobiyal 

peptitler üreten (Barnes 2004), fagositleri enfeksiyon bölgesine yerleştiren ve pro-

inflamatuvar sitokinler üreten (Li ve ark. 2012) solunum epitel hücreleri, sigara dumanı ve 

diğer zararlı parçacıklardan dolayı bu yararlı rollerini değiştirebilmekte ve KOAH 

hastalarını solunum enfeksiyonu ve alevlenmeye karşı daha duyarlı hale getirmektedir 

(Dacydchenko ve Bova 2007, Hurst ve ark. 2010). 

 

 

2.1.3.1. Astım 

 

 Astım, değişken hava akımı obstrüksiyonu, solunum yolu inflamasyonu ve solunum 

yolu aşırı duyarlılığı ile karakterize edilen inflamatuvar bir hastalıktır (Sont ve ark. 1999). 

Semptomları bronko-konstrüksiyon, hipersensitif hava yolları, nefes darlığı ve hırıltı 

şeklinde gerçekleşmektedir. Astım hastalarında solunum epitelinin mikro çevresinin 

korunmasından sorumlu olan epitelyal-mezenkimal trofik birimin düzensiz hale geldiği ve 
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böylece epitelin hasara duyarlı hale geldiği düşünülmektedir (Holgate ve ark. 2009). Reader 

ve ark. (2003) yaptıkları çalışmada, mukoz hücrelerde metaplazi modeli oluşturmuşlar ve 

epitelyal hasar sonrası bronşiollerde bulunan salgı hücresi olan Clara hücrelerinde % 75’lik 

bir azalma ve total hücre popülasyonunun yaklaşık % 70’ini oluşturan silya hücrelerinde ise 

% 25’lik bir azalma olduğunu görmüşlerdir. Buna rağmen, hücrelerin sayısında hiçbir 

değişiklik olmadığını göstermişlerdir. Bu durum, normal hava yollarında toplam hücrelerin 

yaklaşık % 50’sini oluşturan silya hücreleri iken, goblet hücrelerinin baskın hücre tipine 

dönüştüğünü göstermektedir (Spina 1998). Goblet hücre sayısındaki artış, mukusun fazla 

salgılanmasına yol açarak, silya hücreleri tarafından patojenlerin etkili bir şekilde 

temizlenememesine ve hava akımının tıkanmasına yol açmaktadır. 

 

 

2.1.3.2. Kistik Fibrozis (KF) 

 

 Kistik fibrozis (KF), kistik fibrozis transmembran regülatör (CFTR) genindeki 

mutasyonlara bağlı olarak gelişen otozomal resesif bir genetik bozukluktur. Bu gendeki 

mutasyon, klorür iyon kanalının işlevinin bozulmasına ve epitel boyunca klorür ve 

sodyumun anormal taşınmasına neden olmaktadır (Trapnell ve ark. 1991). Bu durum yüzey 

mukus tabakası ve silyaların sıkışmasına neden olarak mukosiliyer klirensin durmasına 

neden olmaktadır (Button ve ark. 2012). 

 

 

2.1.3.3. Kronik Obstrüktif Akciğer Hastalığı (KOAH) 

 

 Kronik obstrüktif akciğer hastalığı (KOAH), zararlı partikül ve gazların kronik 

inhalasyonu sonucu akciğerlerde oluşan anormal inflamatuvar yanıtın neden olduğu bir 

hastalıktır. Akciğerlerde oluşan bu kronik inflamasyon hava akımındaki kısıtlılığa katkıda 

bulunmaktadır. Bugün tüm dünyada en sık rastlanılan ölüm nedenleri arasında 6. sırada yer 

alan KOAH’ın 2030 yılına kadar 4. sırada yer alması beklenmektedir (Mathers ve Loncar 

2006). KOAH’ta bir taraftan yapısal proteinlerin birikmesi, küçük solunum yolu duvarının 

kalınlaşması ve mukus üretimi meydana gelirken, diğer taraftan alveolde yapısal proteinlerin 

degradasyonu, alveol dokusunun kaybı, elastik retansiyon kaybı ve kronik bronşit meydana 
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gelmektedir. Bu özellikler ayrı ayrı ve/veya aynı hastada olabilmektedir (Barnes ve ark. 

2003,  Barnes 2008). KOAH’ın, özellikle yaşlılarda, morbidite ve mortalite oranı artmaktadır 

(Mannino ve Kiri 2006). 

 Aktive olmuş inflamatuvar hücrelerden akciğer yapılarında hasara yol açabilen 

ve/veya nötrofilik inflamasyonun sürmesine neden olan lökotrien B4 (LTB4), interlökin 8 

(IL-8), tümör nekroz faktör α (TNFα) ve benzeri bir dizi medyatör salınmaktadır. 

İnflamasyona ek olarak, akciğerlerdeki proteaz dengesi bozukluğu ve oksidatif stresin de 

patogenezde önemli rol oynadığı düşünülmektedir (Hill ve ark. 1999, Mak 2008, Spurzem 

ve Rennard 2005).  

 

 

2.1.3.3.1. KOAH’ta Risk Faktörleri 

 

 Endüstrileşmiş ülkelerde KOAH için en önemli risk faktörü sigara kullanımı olsa da, 

KOAH’ın sigara kullanmayan kişiler arasında da yaygın olarak görüldüğü bilinmektedir 

(Mannino ve Buist 2007). Sigara kullanımı dışında KOAH gelişiminde rol oynayan en 

belirgin risk faktörleri, kalıtsal alfa-1 antitripsin (AAT) eksikliği, mesleki maruziyet, pasif 

sigara içme, hava kirliliği, düşük doğum ağırlığı, solunum yolu enfeksiyonları (bakteriyel ve 

viral), cinsiyet, ırk, yaş ve sosyoekonomik durumdur (Şekil 2.3) (Salvi ve Barnes 2009, 

Berndt ve ark. 2012). Yapılan çalışmalarda, KOAH’lı hastaların % 95’i sigara içmesine 

rağmen, sigara içenlerin sadece % 10-15’inde KOAH geliştiği görülmüştür. Bu da diğer risk 

faktörlerinin KOAH gelişimine katkıda bulunduğunu göstermektedir (Barnes 2004, Lopez 

ve ark. 2006, Mannino ve Buist 2007, Mannino ve Kiri 2006, Pillai ve ark. 2009, Postma ve 

ark. 2011, Soriano ve Rodriguez-Roisin 2011). KOAH patogenezinde rol oynayan 

mekanizmalar, kalıcı inflamasyon, oksidatif stres, hücre ölümü ve ekstraselüler matriksin 

yıkımıdır (Yoshida ve Tuder 2007). Bununla birlikte, KOAH gelişmesine aracılık eden 

spesifik genler ve altta yatan patogenez mekanizmaları henüz tam olarak 

aydınlatılamamıştır. 
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Şekil 2.3. KOAH ile ilişkili risk faktörleri (Salvi ve Barnes 2009, Berndt ve ark. 2012) 

 

 

2.1.3.3.1.1. Sigara 

 

 Tüm dünyada morbidite ve mortalitenin önde gelen sebeplerinden biri olan KOAH’ın 

gelişmesinde sigara içme birincil risk faktörüdür (Decramer ve ark. 2012). Sigara dumanı 

zararlı parçacıklar, kimyasallar ve ROS dahil 5000’den fazla kimyasalın kompleks bir 

karışımıdır (Pryor ve Stone 1993, Rahman ve Adcock 2006, Min ve ark. 2011). Bu karışım 

hem inflamatuvar medyatörlerin hem de oksidanların üretilmesine neden olur (Kirkham ve 

ark. 2003, Kirkham ve ark. 2004).  

 Fiziksel bariyerler ve bağışıklık sistemi insan akciğerlerini çevre kirliliği, bakteri, 

virüs ve mantar gibi zararlı çevresel etkenlerden korumaktadır (Nikota ve Stampfli 2012). 

Fakat sürekli sigara içme, epitelyal geçirgenliği artırarak mukosiliyer klirensi azaltmakta ve 

bu bariyerleri etkilemektedir (Van der Vaart ve ark. 2004, Forteza ve ark. 2012). Buna ek 

olarak, hem KOAH’lı olanlar, hem de sigara içenler, özellikle de KOAH’ın ilerleyen 

aşamalarında (GOLD III-IV) alevlenmelerin ana sebebi olan solunum yolu enfeksiyonuna 

duyarlıdırlar (Arcavi ve Benowitz 2004, Churg ve ark. 2008). 

 Pasif sigara içmenin ise, sigara dumanındaki karsinojenik, teratojenik, irritan ve toksik 

maddelere maruziyete neden olmaktadır. Yapılan çalışmalar, pasif sigara içmenin KOAH, 
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akciğer kanseri ve kardivasküler hastalıklar gibi birçok hastalığın ortaya çıkmasına yol 

açtığını ve bazı hastalıkların da seyrini ağırlaştırdığını göstermiştir (Mannino ve ark. 2008). 

 

 

2.1.3.3.1.2. Mesleki Maruziyet 

 

 Kronik obstrüktif akciğer hastalığı’nda mesleki maruziyete bağlı riskin sigara 

içenlerde yaklaşık % 19, sigara içmeyenlerde ise, % 31 civarında olduğu tahmin 

edilmektedir. Sigara içmeyen bireyler arasında kırsal alanlarda yaşayanların önemli 

derecede organik partiküllere (örneğin; bitki tozları, bakteriyel ya da fungal toksinler) maruz 

kaldığı, tekstil endüstrisinde çalışanların yüksek oranda bitki tozlarına (örneğin; pamuk 

tozu) maruz kaldığı ve sanayi ortamında (örneğin; madencilik, demir-çelik endüstrisi, ahşap 

sanayi ve inşaat sektörü) çalışanların diğer yabancı partiküllere maruz kaldığı görülmüştür 

(Hnitzo ve ark. 2002). Yapılan bir çalışmada, hem sigara içme hem de mesleki faktörlere 

ortak maruziyetin KOAH riskini belirgin olarak artırdığı bulunmuştur (Blanc ve ark. 2009). 

 

 

2.1.3.3.1.3. Alfa-1 Antitripsin (AAT) Eksikliği 

 

 Bir akut faz reaktanı olan AAT’nin antiproteaz aktivitesi fizyolojik açıdan önemlidir. 

Genetik mutasyonlarla ortaya çıkan sistemik AAT eksikliği, akciğerlerde amfizem ve kronik 

bronşit gelişimine neden olmaktadır (Tuder ve ark. 2010). 

 

 

2.1.3.3.1.4. Hava Kirliliği 

 

 Çevresel hava kirliliğinin KOAH gibi solunum yolu hastalıklarının gelişiminde 

tetikleyici faktör olduğu bilinmektedir. Özellikle gelişmekte olan ülkelerde ev ortamında 

yemek pişirirken dumana maruz kalmak veya kötü havalandırmalı bir evde ısıtma 

sisteminden dolayı kirliliğe maruz kalmak KOAH için önemli bir risk faktörüdür. Hava 

kirliliğinden kaynaklanan organik bileşiklerin solunum epitel hücrelerinde reaktif oksijen 

türleri (ROS) oluşumunu indüklediği bilinmektedir (Bonvallot ve ark. 2001, Li ve ark. 
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2003). Hava kirliliğinin en yoğun olduğu zamanlarda, en ağır KOAH hastalarında hava 

kirliliğinin hastalığın seyrinde ağırlaştırıcı bir faktör olduğu gösterilmiştir (Wordley ve ark. 

1997, Ko ve ark. 2007).  

 

 

2.1.3.3.1.5. Yaş ve Cinsiyet  

 

 KOAH prevalansı yaşla birlikte artmaktadır (Niewoehner ve ark. 2007). Otuz-kırk 

yaşlarından itibaren solunum fonksiyonlarında fizyolojik bir düşüş olmaktadır. 

 Epidemiyolojik açıdan, erkeklerin sigara alışkanlıkları nedeniyle, kadınlara göre daha 

fazla KOAH gelişme riski vardır. Ancak, kadınlar arasında sigara içme oranının artmasıyla 

KOAH gelişimi açısından erkeklerle eşdeğer bir risk taşımaktadır (Mannino ve Buist 2007, 

Prescott ve ark. 1997). 

 

 

2.1.3.3.1.6. Sosyoekonomik Durum 

 

 Sosyal ve ekonomik bakımdan koşulların düşük olması, akciğer fonksiyonlarını 

olumsuz etkilemekte ve KOAH gelişme riskini artırmaktadır (Shohaimi ve ark. 2004).  

 

 

 2.1.4. Oksidatif Stres  

 

 Oksidatif stres, hücre içindeki oksidan-antioksidan dengesinin hücre hasarına neden 

olan oksidanlar lehine gelişmesiyle ortaya çıkar. Oksidatif stres hücrelerde reaktif oksijen 

türleri (ROS) oluşumundaki artış kaynaklı veya antioksidan korumadaki azalma kaynaklı 

meydana gelmektedir (Halliwell ve Whiteman 2004). Bu durum, yeni başlayan kronik 

hastalıklarda, sitokin düzeylerindeki artış veya azalış ile sonuçlanır (Feltens ve ark. 2010). 

 Reaktif oksijen türleri, oksijen atomu içeren, kimyasal olarak yüksek reaktif 

moleküller olan serbest radikallerdir (Waris ve ark. 2006, Genestra ve ark. 2007, Rigas ve 

ark. 2008). Reaktif oksijen türleri hücre içinde ikincil haberci olarak hareket ederler. Bu 

nedenle, hücre içindeki birçok enzimatik reaksiyon sırasında (örneğin; mitokondriyal 
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solunum zinciri reaksiyonları, araşidonik asit yolağı, sitokrom P450 ailesi ve glukoz oksidaz, 

amino asit oksidaz, ksantin oksidaz, NADP/NADPH oksidaz veya NO sentaz) (Malhotra ve 

Kaufman 2007a, Perjes ve ark. 2012) doğal yan ürünler olarak düşük konsantrasyonlarda 

üretilirler (Valko ve ark. 2006). Nüklear faktör-κB (NF-κB) ve aktivator protein 1 (AP-1) 

gibi redoks duyarlı transkripsiyon faktörleri ROS tarafından düzenlenmektedir (Kirkham ve 

Rahman 2006). Normal koşullarda ROS, hücresel redoks homeostazını korumak için 

enzimatik (örneğin; katalaz, süperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon redüktaz) 

ve enzimatik olmayan antioksidan moleküller (örneğin; glutatyon, bakır ve demir 

şelatlayıcıları, flavonoidler, A vitamini) tarafından detoksifiye edilir (Mohora ve ark. 2009). 

Fakat radyasyon ve/veya çevresel kirleticiler gibi toksik maddelere maruz kalınması 

(Malhotra ve Kaufman 2007a, Perjes ve ark. 2012), antioksidan sistemi bozarak hücre içinde 

fazla miktarda ROS birikmesine neden olur (Stone ve Donaldson 2006). Reaktif oksijen 

türlerinin birikmesi, membran fosfolipidlerini oksitleyerek membran yapısının bozulmasına 

yol açan lipid peroksidasyonuna neden olur (Zhornik ve ark. 2012). Bunun yanında, DNA’yı 

etkileyerek mutasyona neden olur ve hücre ölümüne kadar varan süreci tetikler. Metiyonin, 

tirozin ve sistein gibi amino asitlerle reaksiyona girerek fonksiyonlarının değişmesine neden 

olur (Stone ve Donaldson 2006, Zhornik ve ark. 2012). 

 Reaktif oksijen türleri, süperoksit anyon radikali (O2•‾), hidroksil radikali (HO•) ve 

perhidroksil radikali (HO2•) gibi serbest radikalleri ve hidrojen peroksit (H2O2) ve 

hipokloröz asit (HOCl) gibi radikalleri içermektedir (Pryor ve Stone 1993, Negre-Salvayre 

ve ark. 2008, Waris ve ark. 2006, Genestra ve ark. 2007, Rigas ve ark. 2008). 

 Hidrojen peroksit, canlı hücrelerin fizyolojik bir bileşenidir ve çeşitli hücresel yolaklar 

ile sürekli üretilmektedir (Gulden ve ark. 2010). H2O2 küçük, yüksüz bir molekül 

olduğundan hücre membranını kolayca geçebilir ve çoklu subselüler kompartmanlarda 

lokalize olur (Bienert ve ark. 2006). Hücrelerde, H2O2, mitokondride (örneğin; glutatyon 

peroksidaz) veya peroksizomlarda (örneğin; katalaz) yer alan çeşitli koruyucu 

mekanizmalarla degrade edilir (Farber 1994, Masaki ve ark. 1998, Mohora ve ark. 2009). 

H2O2 üretimi ve degradasyonu arasındaki dengesizlik oksidatif hasara yol açar (Buettner 

2011).  

 Çok sayıda çalışma, H2O2’nin hücre kültür ortamına tek ya da tekrarlanan bolus 

halinde eklendiğinde verdiği yanıtı araştırmıştır (Sim ve ark. 2017, Sobotta ve ark. 2013). 

Hücrelerin, H2O2’ye akut (tek) veya kronik (tekrarlanan bolus) maruz bırakılmasına verdiği 
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yanıt farklılık göstermektedir. Hidrojen peroksitin konsantrasyonuna bağlı olarak, akut 

maruz bırakılma, verilen hasarı önleyen bir dizi hücre içi antioksidan mekanizmayı 

tetiklerken, kronik maruz bırakılma, apoptoz veya nekroz ile hücre ölümünü indükler (Eno 

ve ark. 2013, Al-Qenaei ve ark. 2014).  

 

 

2.1.4.1. Oksidatif Stres-KOAH İlişkisi 

 

 Sigara dumanı, hava kirliliği, inhale partiküller, fagositler ve inflamasyon gibi çeşitli 

patolojik ve fizyolojik koşullar hücre içi ROS miktarının artmasına neden olur (Meyer ve 

ark. 1994, Kim ve ark. 2013). Bu durum antioksidan-oksidan dengesinin bozulmasına ve 

başta KOAH olmak üzere astım, kronik fibrozis gibi kronik akciğer hastalıklarının 

patogenezinden sorumlu mekanizmalardan en önemlisi olan oksidatif strese neden 

olmaktadır (Greene 1995, Rahman 2002, Pastor ve ark. 2013). Nitekim, sigara içenlerde ve 

KOAH’lı hastalarda MDA düzeyinin yüksek olması, plazma C vitamini düzeyinin ve 

glutatyon düzeyinin ise düşük olması, sigara dumanından kaynaklı oksidatif stresin 

indüklendiğini göstermektedir (Arpaci ve ark. 2018, Calikoglu ve ark. 2002, Tkacova ve ark. 

2007, Tsuchiya ve ark. 2002). Bu oksidatif stres, akciğer hücrelerini hasara uğratarak mukus 

hipersekresyonuna, antiproteazların ve sürfaktanların oksidatif inaktivasyonuna, membran 

lipid peroksidasyonuna, ekstraselüler matriksin yeniden yapılanmasına (remodeling) neden 

olur. Bunun yanında, redoks duyarlı transkripsiyon faktörleri üzerinden akciğer 

inflamasyonunu artırarak KOAH’ın gelişmesine ve alevlenmesine katkıda bulunan apoptoza 

neden olmaktadır (Meyer ve ark. 1994, Rahman 2005). 

 

 

2.1.5. ER Stresi 

 

 Endoplazmik retikulum (ER), protein katlanmasında rol alan, hemen hemen tüm 

membran ve sekretuvar proteinlerin post-translasyonel modifikasyonlarından sorumlu, 

çeşitli şaperonlar, foldazlar, disülfid izomerazlar ve oksidoredüktazları içeren bir organeldir 

(Schröder ve Kaufman 2005a, Smith ve ark. 2011). Sadece uygun şekilde katlanmış 

proteinler golgi aygıtına gönderilmekte ve orada modifiye edilerek hedef alanlarına 
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translokasyon yapılmaktadır (Smith ve ark. 2011). Fakat besin yokluğu, hipoksi, oksidatif 

stres, anormal glikozilasyon durumu, kalsiyum homeostazının bozulması ve virüs 

enfeksiyonu gibi nedenlerden dolayı protein katlama kapasitesi ER protein yükünü aşar. Bu 

durumda ER lümeninde yanlış katlanmış veya katlanmamış proteinler birikerek ER stresine 

neden olur (Roberson ve ark. 2012, Loose ve ark. 2014). Protein katlama yükünün etkili bir 

şekilde hafifletilmesi, ER homeostazının korunması için esastır (Karagöz ve ark. 2017). Zira, 

aşırı ER stresi protein sentezi ve sekresyonunu engeller, ROS oluşumunu indükler, NF-κB 

aktivasyonu aracılığıyla inflamasyonu artırır ve transkripsiyon faktörü CCAAT güçlendirici 

bağlayıcı protein C/EBP homolog protein (CHOP)’un ekspresyonu aracılığıyla apoptotik 

hücre ölümüne neden olur (Kincaid ve Kooper 2007). ER homeostazını dengelemek için 

hücre, katlanmamış protein cevabı (UPR)’yi aktive eder. UPR, hem sağ kalıma yönelik, hem 

de apoptoza yönelik etkiye sahip hücre iletim yolağıdır (Szegezdi ve ark. 2006). Aynı 

molekül sağ kalıma yönelik ER homeostazını yeniden kurmak için protein katlanmasını 

artırıcı yönde etkili olabildiği gibi, stres ortadan kaldırılamadığında hücre ölümüne yönelik 

yolakları etkinleştirerek hücreyi apoptoza yönlendirmektedir (Schröder ve Kaufman 2005b, 

Fribley ve ark. 2009, Hummasti ve Hotamisligil 2010). 

 Katlanmamış protein cevabı üç ER transmembran reseptörü ile gerçekleştirilir: Aktive 

edici transkripsiyon faktörü 6 (ATF6), inositol gerektiren enzim 1 (IRE1) ve protein kinaz 

benzeri ER kinaz (PERK) (Şekil 2.4) (Ron ve Walter 2007). 
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Şekil 2.4. Katlanmamış protein cevabının üç yolağı (Walter ve Ron 2011) 

 

 

 Normal şartlar altında, ER içinde proteinlerin hatasız katlanması, katlanmış haldeki 

proteinlerin konformasyonlarının korunması ve katlanma sırasında oluşan ara yapıların 

kümelenmesine engel olan moleküler şaperonlar bulunmaktadır (Wu ve Kaufman 2006). Isı 

şok proteini 70 (Hsp70) şaperon ailesinin bir üyesi olan immünoglobulin bağlayıcı protein 

(BiP) (aynı zamanda glukoz düzenleyici protein 78 (GRP78) olarak da bilinir), UPR 

yolağında ana düzenleyici olarak kullanılmaktadır (Zhang ve Kaufman 2004). Protein 

katlanmasında olduğu kadar protein kalite kontrolünde de düzenleyici olarak rol oynayan 

BiP, amino ucunda ATPaz domainine, karboksil ucunda ise, substrat bağlama domainine 

sahiptir (Gething 1999). BiP, katlanmamış proteinlere karboksil ucundaki substrat bağlama 

domaini sayesinde bağlanır ve amino ucundaki ATPaz domaini aracılığıyla ATP hidrolizi 

sonucu, proteinde yapısal değişim meydana getirerek proteinin katlanmasını sağlamaktadır 

(Zhang ve Kaufman 2004, Schröder ve Kaufman 2005b, Yoshida 2007). Katlayamadığı 

proteinleri ise, proteazomlarda yıkılmak üzere, ER-ilişkili protein degradasyonu (ERAD) adı 

verilen özel bir mekanizma ile sitoplazmaya göndermektedir (Zhang ve Kaufman 2004, 

Yoshida 2007). Stres uyaranı olmadığı durumlarda BiP, ER membranı üzerinde bulunan ve 
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ER stresini algılayan PERK, IRE1 ve ATF6 transmembran protein kinazların lüminal 

bölgelerine bağlı konumdadır. Lümen içerisinde katlanmamış proteinlerin birikmesi sonucu 

BiP, bu sensör proteinlerden ayrılarak aktive olmalarına izin verir ve ER stresine cevaben 

ilgili stres düzenleyici yolakların devreye girmesini sağlar (Zhang ve Kaufman 2004, Xu ve 

ark. 2005). Protein katlama durumundaki değişikliklere göre, bu proteinler bazen ayrı, bazen 

de kesişen yolakları aktive ederler (Hummasti ve Hotamisligil 2010). UPR sinyal ağı ilk 

olarak, tip I transmembran protein kinazlar olan PERK ve IRE1’in aktivasyonu ve ardından 

tip II transmembran protein kinaz olan ATF6’nın aktivasyonu ile başlatılır (Kaufman 2002, 

Schröder ve Kaufman 2005a, Lin ve ark. 2008, Ozcan ve ark. 2008). 

 Endoplazmik retikulum transmembran proteinlerinin ilki olan PERK, BiP’in ayrılması 

ile homodimer oluşturur (Boyce ve Yuan 2006, Todd ve ark. 2008). Dimerleşen proteinler 

birbirlerini fosforilleyerek aktive olur (Kohno 2010). PERK aktivasyonunun iki önemli 

sonucu vardır: Birincisi, ökaryotik translasyon başlama faktörlerinden ökaryotik translasyon 

başlatma faktörü 2α (eIF2α)’nın α alt ünitesinin fosforilasyonu, ikincisi de, bazik lösin 

fermuar (bZIP) transkripsiyon faktörlerinden CNC (cap “n” collar) alt ailesine ait nüklear 

faktör-eritroid 2 ile ilişkili faktör 2 (Nrf2)’nin fosforilasyonudur. eIF2α’nın PERK tarafından 

fosforilasyonu eIF2α’yı inaktive eder. Bunun sonucunda translasyonun başlaması için 

gerekli olan eIF2-GTP-tRNAMet kompleksi oluşamaz ve genel protein translasyonu durur 

(Zhang ve Kaufman 2004, Yoshida 2007). Translasyon inhibe olduğunda kısa ömürlü 

proteinler hücreden temizlenir (Schröder ve Kaufman 2005a). Böylelikle, stres durumunda 

olan ER’nin iş yükü azaltılmış olur (Zhang ve Kaufman 2004, Yoshida 2007). Harding ve 

ark. (2000) yaptıkları çalışmada, in vitro ortamda PERK’i aktive etmek için çeşitli ajanlar 

kullanmışlar, fakat PERK-/- hücrelerde translasyon oranının düşmediğini ortaya 

koymuşlardır. Translasyonun azalması, yarılanma ömrü kısa olan nüklear faktör inhibitörü 

kappa B (IκB) ve NF-κB arasındaki oranın değişmesine ve bunun sonucunda NF-κB’nin 

serbest kalarak nükleusa göç etmesine neden olur (Zhang ve Kaufman 2008, Gregor ve 

Hotamisligil 2007). Diğer taraftan, fosforillenen eIF2α, şaperon proteinlerin (Shen ve ark. 

2004), yanlış katlanan proteinleri degrade eden ERAD’ın (Travers ve ark. 2000) ve 

proapoptotik transkripsiyon faktörü olan CHOP’un ekspresyon seviyesini artırmak için 

aktive edici transkripsiyon faktörü 4 (ATF4)’ün translasyonunu artırır (Hummasti ve 

Hotamisligil 2010). ATF4, bir taraftan kaspaz-3 aktivasyonu ile stres altındaki hücreyi 

apoptoza yönlendirirken, diğer taraftan antioksidan yanıt genlerinin ekspresyon seviyesini 
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artırır ve hücre içi homeostazı sağlamaya çalışır (Zhang ve Kaufman 2004, Ron ve Walter 

2007, Yoshida 2007, Kapoor ve Sanyal 2009). ER stresinin ilerleyen aşamasında, ER stresi 

sonrası düzelmeyi sağlayabilmek için PERK sinyali zayıflatılır. Bunun için ATF4 tarafından 

DNA hasarı ile tetiklenebilir protein 34 (GADD34) uyarılır. GADD34, eIF2α’nın α alt 

ünitesinin defosforilasyonunu sağlayarak translasyonel inhibisyonu ortadan kaldırır (Ma ve 

Hendershot 2003). 

 Endoplazmik retikulum transmembran proteinlerinin ikincisi olan IRE1’in 

memelilerde iki izoformu bulunur. IRE1α, bütün dokularda bulunurken, IRE1β sadece 

bağırsak epitelinde bulunur (Yokouchi ve ark. 2008). IRE1, BiP’in ayrılması ile homodimer 

oluşturur ve dimerleşen proteinler birbirlerini fosforilleyerek aktive olur (Zhang ve Kaufman 

2004, Ron ve Walter 2007). Aktif hale gelen IRE1, sitoplazmadaki endoribonükleaz domaini 

ile bir transkripsiyon faktörü olan X-kutusu bağlayıcı protein 1 (XBP1) mesajcı RNA 

(mRNA)’sını kırparak, yaklaşık 26 nükleotidlik bir intron parçasını çıkartır. Alternatif 

kırpılma sonucu üretilen X-kutusu bağlayıcı protein 1’in splays edilmiş formu (XBP1s) ise, 

katlanmada görev alan ER şaperon genlerinin, ER genişlemesini sağlayan genlerin (Urano 

ve ark. 2000) ve ERAD ile ilgili genlerin transkripsiyonunu aktive ederek ER işlev 

kapasitesini artırıcı ve ER stresini engelleyici rol oynar (Lee ve ark. 2003, Schröder ve 

Kaufman 2005a, Boyce ve Yuan 2006). Böylece ER üzerindeki yük azalır ve ER homeostazı 

korunmuş olur (Patil ve Walter 2001). Diğer taraftan IRE1’in aktif sitoplazmik kinaz alt 

birimine TNF reseptörü ile ilişkili faktör 2 (TRAF2)’nin bağlanmasıyla oluşan TRAF2-IRE1 

kompleksi, c-Jun N-terminal kinaz (JNK) ve IκB kinaz (IKK)’nın fosforillenmesini sağlar. 

Fosforillenen JNK, bir transkripsiyon faktörü olan AP-1’i fosforilleyerek aktive eder. 

Fosforillenen IKK ise, IκB’yi fosforilleyerek degradasyonunu başlatır. Bunun sonucunda 

serbest kalan NF-κB ve aktive olan AP-1 nükleusa geçerek inflamasyonla ilgili genlerin 

transkripsiyonunu başlatır (Gregor ve Hotamisligil 2007, Zhang ve Kaufman 2008).  

 Endoplazmik retikulum transmembran proteinlerinin üçüncüsü olan ATF6, sitozolik 

bölgesi transkripsiyon faktörü olarak görev yapan tip II transmembran proteinidir (Haze ve 

ark. 2001). ATF6’nın lüminal bölgesinde golgi lokalizasyon sekans 1 (GLS1) ve golgi 

lokalizasyon sekans 2 (GLS2) olarak adlandırılan golgi kompleksine lokalizasyon sinyalleri 

bulunur. BiP GLS1’e bağlı durumda iken, ATF6’yı ER membranında tutar. Fakat ER 

lümeninde katlanmamış proteinlerin artmasıyla BiP GLS1’den ayrılır ve GLS2 aktive olarak 

ATF6’nın golgi kompleksine göçünü uyarır. Golgi kompleksinde, bir serin proteaz olan 
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proteaz bölgesi 1 (S1P) ATF6’nın lüminal bölgesini, bir metalloproteaz olan proteaz bölgesi 

2 (S2P) ise, transmembran bölgesini keserek ATF6’nın bZIP domaininin serbest kalmasını 

ve sitozolik fragmentinin (ATF6N) ortaya çıkmasını sağlar (Haze ve ark. 2001, Todd ve ark. 

2008). Böylece, serbest haldeki ATF6N nükleusa giderek protein katlanması ile ilgili 

genlerin transkripsiyonunu aktive eder ve ER’nin katlama kapasitesini artırır (Malhotra ve 

Kaufman 2007b). Yapılan çalışmalar, ATF6’nın aktivasyonunun, XBP1’in kırpılmasından 

önce olduğunu; hücrenin ilk olarak ER şaperon miktarını artırarak katlanmamış proteinleri 

katlamaya çalıştığını, daha sonra XBP1 aracılığıyla ERAD’ın transkripsiyonunu aktive 

ederek katlanmamış proteinleri degrade ettiğini ortaya koymuştur (Yoshida ve ark. 2003). 

 

 

2.1.5.1. Oksidatif Stres-ER Stresi İlişkisi 

 

 Organik ve inorganik oksidanlar, hücre membranını geçebilir ve antioksidan savunma, 

inflamasyon, enerji metabolizması, protein sentezi, apoptoz ve hücre döngüsünün 

düzenlenmesinde yer alan çeşitli genlerin ekspresyonunu değiştirebilen UPR’yi 

indükleyebilmektedir. Oksidatif stres önce hafif bir protein oksidasyonuna yol açar, bu da 

ER içerisinde proteinlerin yanlış katlanmasına neden olur (Balch ve ark. 2014). Stres devam 

ederse, oksidasyon normalde proteinlerin içine gömülü halde olan hidrofobik rezidüleri 

hedef alır ve proteinlerin oksitlenmesine neden olur. Bu da, protein agregatlarının oluşumuna 

yol açar. Okside olmuş proteinler proteazom tarafından degrade edilir, ancak bu işlem okside 

olmuş protein oluşum hızı proteazomal kapasiteyi aştığında veya proteazomun aktivitesi 

azaldığında bozulabilir. Bu durumda, oluşan agregatlar proteazomun aktivitesini inhibe eder 

ve fonksiyon kaybına neden olur (Daniela ve ark. 2015). 

 

 

2.1.5.2. KOAH-ER Stresi İlişkisi 

 

 Kronik obstrüktif akciğer hastalığı ve astım gibi kronik hastalıklarda ER stresine 

katkıda bulunabilecek en önemli faktör sigara dumanının (Somborac-Bacura ve ark. 2013) 

neden olduğu oksidatif strestir (Hassan ve ark. 2012). Uzun süreli sigara kullanımı, hücre 

içindeki ROS miktarını artırmaktadır. Artan ROS, solunum epitel hücrelerinin endoplazmik 
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retikulumunda proteinlerin yanlış katlanmasına ve UPR’nin aktivasyouna neden olmaktadır. 

Katlanmamış protein cevabı, protein metabolizması, inflamasyon, otofaji, hücre sağ kalımı 

ve antioksidan savunmadaki rolü nedeniyle, KOAH patogenezinde büyük öneme sahiptir. 

Sigara dumanına maruz bırakılan farelerde olduğu gibi, KOAH’lı insanların akciğerlerinde 

de poliubikitinleşmiş, yüksek molekül ağırlıklı proteinlerin miktarında artış olduğu 

gösterilmiştir (Min ve ark. 2011, Tran ve ark. 2015). 

 

 

2.1.6. Benzimidazoller 

 

 Benzimidazol, heterosiklik bir aromatik organik bileşiktir. Bu bileşik, benzen ve 

imidazol halkasının füzyonundan oluşan bisiklik bir bileşiktir (Şekil ) (Barker ve ark. 1960). 

Doğada en bilinen benzimidazol bileşiği, B12.1 vitaminde kobalt için eksenel bir ligand 

görevi gören N-ribosil-dimetilbenzimidazol’dür. Tıbbi bileşiklerde önemli bir farmakofor 

olan benzimidazol yapısının bulunması, o bileşiğin geniş bir biyolojik aktivite spektrumuna 

sahip çok yönlü bir heterosiklik yapı olmasını sağlamaktadır (Narasimhan ve ark. 2012). 

Kubo ve ark. (1990) çeşitli benzimidazol türevleri olan florin, propilen, tetrahidrokinolin ve 

siklize bileşikleri yer değiştirerek çeşitli bileşikler sentezlemişler ve bu bileşiklerin stabilite 

ve biyoyararlanım bakımından önemli biyolojik aktiviteye sahip bileşikler olduğunu ortaya 

koymuşlardır (Kubo ve ark. 1990). 

  

 

                                      

                                             Şekil 2.5. 1H-benzimidazol yapısı (Barker ve ark. 1960) 
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 Benzimidazol türevleri, nükleotidlerin yapısal izosterleridir ve canlı sistemde sayısız 

biyolojik faaliyetlerden ve işlevlerden sorumlu olan biyopolimerler ile kolayca etkileşime 

girmektedirler (Narasimhan ve ark. 2012). Aynı zamanda benzimidazol türevlerinin, 

antimikrobiyal (Eisa ve ark. 2010), antikanser (Styskala ve ark. 2008), antiviral (Hayes ve 

ark. 2008), antiparaziter (Gellis ve ark. 2008), antihipertensif (Shah ve ark. 2008), 

antiinflamatuvar (Gaba ve ark. 2010), antidiyabetik (Shingalapur ve ark. 2010) ve 

antioksidan (Nakano ve ark. 1999) gibi çeşitli farmakolojik aktivitelere sahip olduğu yapılan 

çalışmalarda ortaya konmuştur. 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

 

 

3.1. GEREÇ 

 

3.1.1. Hücre Hattı 

 

 Çalışmada, insan bronş epitel hücre hattı (BEAS-2B) kullanıldı. BEAS-2B hücre hattı 

American Type Culture Collection (ATCC®)’den temin edildi. 

 

 

3.1.2. Kimyasallar 

 

 Çalışmada kullanılan çözelti ve kimyasal maddeler Çizelge 3.1.’de verildi. 

 

 

Çizelge 3.1. Çalışmada kullanılan çözelti ve kimyasal maddeler 

 

Kimyasal Adı Markası 

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (1X) (DMEM) Gibco 

Fetal Bovine Serum (FBS) Gibco 

Hank’s Balanced Salt Solution (1X) (HBSS) Gibco 

Trypsin/EDTA (1X) Gibco 

Phosphate bufffered saline (1X) PBS Gibco 

Penicilin/Streptomycin 

(10.000 Units/mL penicilin) (10.000 µg/mL streptomycin) 
Gibco 

Tripan Mavisi Boyası (% 0.4) Gibco 

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) Sigma 

Dimethyl Sulfoxide (DMSO) Sigma 

Hydrogen Peroxide (H2O2) Merck 

RIPA Lysis Buffer Santa Cruz 

1-Butanol Merck 
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Pyridine Merck 

Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) Sigma 

Asetik asit Merck 

1,1,3,3-Tetraethoxypropane Sigma 

2-Thiobarbituric Acid (TBA) Merck 

4x Laemmli Sample Buffer Bio-Rad 

β-merkaptoetanol Merck 

10X Tris/Glycine/SDS (TGS) Buffer Bio-Rad 

5X Transfer Buffer Bio-Rad 

10X Tris-Buffered Saline (TBS) Buffer Bio-Rad 

Tween-20 Sigma 

Skim Milk Powder (Yağsız süt tozu) Sigma 

Precision Plus Protein™ WesternC™ Standards Bio-Rad 

%4-20 Mini-PROTEAN®TGX™ Precast Protein Gels, 10-well, 50 µL Bio-Rad 

Trans-Blot® Turbo™ Mini PVDF Transfer Packs Bio-Rad 

Ponceau S Sigma 

Clarity Western ECL Substrate Bio-Rad 

 

 

3.1.3. Cihazlar 

 

 Çalışmada kullanılan cihazlar Çizelge 3.2.’de verildi. 

 

 

Çizelge 3.2. Çalışmada kullanılan cihazlar 

 

Cihazın Adı Markası 

Biyogüvenlik Kabini Thermo, HeraSafe KS Class II 

Karbondioksit İnkübatörü Thermo, HeraCell 150i 

Hassas Terazi OHAUS, Pioneer PA214C 

Işık Mikroskobu Novel, N-120 

İnverted Mikroskop Nikon, Eclipse TS100 
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pH Metre HANNA Instruments, HI 2211 pH/ORP 

Meter 

Soğutmalı Santrifüj Hettich, Universal 320R 

Spektrofotometre Thermo, Multiskan GO 

Su Banyosu Stuart, SWBD 

Ultrasonik Homojenizatör Elma, Elmasonic S 40 

-20oC Derin Dondurucu Bosch 

+4oC Derin Dondurucu Bosch 

Soğutmalı Santrifüj Sigma, 3-30K 

Manyetik Karıştırıcı-Isıtıcı Heidolph, MR Hei-Standard 

-80oC Derin Dondurucu DAIHAN, SimpleFreez U500 

Vorteks VELP Scientfica, Classic 

Kuru Blok Isıtıcı WiseTherm® HB-96D 

Soğutmalı Santrifüj Beckman Coulter, Microfuge 20R 

Thermal Cycler Bio-Rad, T100 

Mikrosantrifüj DAIHAN, Centrifuge CF-5 

Real-time PCR Cycler Qiagen, Rotor Gene Q 

Otoklav DAIHAN, MaXterile 47 

Saf Su Cihazı Merck, Millipore Direct-Q® 3UV 

Western Blot Jel Tankı Bio-Rad Mini-PROTEAN® Tetra System 

Güç Kaynağı Bio-Rad PowerPac HV 

Western Blot Transfer Cihazı Bio-Rad Trans-Blot® Turbo™ Transfer 

System 

Çalkalayıcı IKA® Rocker 2d Digital 

Kemilüminesans Görüntüleme Sistemi Bio-Rad Chemi Doc MP 

 

 

3.1.4. Ticari Kitler 

 

 Çalışmada kullanılan ticari kitler Çizelge 3.3.’te verildi. 
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Çizelge 3.3. Çalışmada kullanılan ticari kitler 

 

Ticari Kitin Adı Markası 

Pierce BCA (Bicinchoninic acid) Protein Assay Kit Thermo 

RNeasy Mini Kit Qiagen 

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit Thermo 

Applied Biosystems Power SYBR Green PCR Master 

Mix 

Thermo 

 

 

3.2. YÖNTEM 

 

3.2.1. Hücre Kültürü 

 

 BEAS-2B hücreleri (Şekil 3.1), Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) 

(Gibco, Catalog number: 11965092), % 10 Fetal Bovine Serum (FBS) (Gibco, Catalog 

number: 16000044) ve % 1 Penicilin/Streptomisin (Gibco, Catalog number: 15140122) 

içeren vasatta (Complate medium; CM) % 95 nem, % 5 CO2 ve 37oC koşulları sağlayan 

inkübatörde üretildi. Kültür vasatı haftada iki kez değiştirildi ve hücreler yeterli sayıya 

ulaştıklarında deneylerde kullanıldı. 

 

 

 
 

Şekil 3.1. BEAS-2B hücre morfolojisi  
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3.2.2. Hücre Sayımı 

 

 Uygun koşullarda kültüre edilen hücrelerin sayımında Tripan mavisi boyası (Gibco, 

Catalog number: 15250061) testi uygulandı. Buna göre, 50 mikrolitre (µL) hücre ile 50 µL 

boya karıştırılarak ışık mikroskobu altında hücrelerin canlılıkları ve sayıları Thoma lamı 

(Şekil 3.2) kullanılarak değerlendirildi. Thoma lamında bulunan 4x4’lük karelerden oluşmuş 

(Şekil 3.3) iki alandaki hücreler sayıldı. Tripan mavisi boyası testi gereğince, boyayı içine 

alıp mavi renkte boyanan hücreler ölü olarak, boyayı içine almayanlar ise canlı olarak 

değerlendirildi. İki alanda sayılan canlı hücre toplamının ortalaması alındı. Çıkan sayı, 

dilüsyon faktörü ile çarpılarak Thoma lamının hacmine (1 mm x 1 mm x 0,1 mm) bölündü. 

Böylelikle 1 mililitre (mL) başına düşen canlı hücre sayısı hesaplandı. Bu sayı, 1 mL’de 

ekilmek istenen hücre sayısına bölünerek yeni dilüsyon faktörü elde edildi. İstenen total 

solüsyon hacmi yeni dilüsyon faktörüne bölünerek ana stoktan alınması gereken hücre 

miktarı hesaplandı. 

 

 

 
 

Şekil 3.2. Thoma lamı                                         Şekil 3.3. Thoma lamında hücre sayımı yapılan alan 
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3.2.3. Hidrojen Peroksitin ve Benzimidazol Türevi Bileşiğin Süspansiyonlarının 

Hazırlanması 

 

 Çalışmada kullanılan hidrojen peroksit (H2O2) (Merck, Catalog Number: 108600), % 

1 penisilin/streptomisin takviye edilmiş DMEM (FBS içermeyen serum-free medium; SF) 

içerisinde 0, 10, 20, 30, 40, 50, 100 ve 200 mikromolar (µM) konsantrasyonlarda hazırlandı. 

 Benzimidazol türevi bileşik (RHE-231), Dimetil Sülfoksit (DMSO) (Sigma, CAS 

number: 67-68-5) içerisinde çözdürüldü. Daha sonra, % 1 penisilin/streptomisin takviye 

edilmiş SF içerisinde 0, 2.5, 5, 10, 25, 50, 75 ve 100 µM konsantrasyonlarda hazırlandı. 

 

 

3.2.4. Hücre Canlılığı Analizi 

 

 BEAS-2B hücreleri, 24 kuyucuklu hücre kültür kaplarına (Thermo) her bir kuyuya 

100.000 hücre/mL olacak şekilde, hücre tipine uygun CM içerisinde ekildi. Hücreler 

kuyucukların tabanını % 70-80 oranında kapladığında, SF içerisinde 24 saat süreyle inkübe 

edildi. Daha sonra, SF ile hazırlanan farklı konsantrasyonlarda (0-200 µM) H2O2’ye farklı 

zamanlarda (24 ve 48 saat) ve yine SF ile hazırlanan farklı konsantrasyonlarda (0-100 µM) 

RHE-231’e 24 saat maruz bırakıldı. İnkübasyon sonunda, hücrelerin canlılığı, sarı renkli 

tetrazolium tuzu 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) 

(Sigma, CAS number 298-93-1)’nin metabolik aktivitenin bir göstergesi olan nikotinamid 

adenin dinükleotit fosfat (NADPH) bağımlı oksidoredüktazlar aracılığıyla mor renkli 

formazana indirgenmesi esasına dayanan ve bu şekilde canlı hücre sayısını yansıtan yöntem 

ile değerlendirildi. Kültür kaplarının tabanına yapışık olarak kalan hücreler 1 mg/mL MTT 

ile 60 dakika süre ile inkübe edildi. İnkübasyon sonunda MTT solüsyonu uzaklaştırıldı ve 

oluşan formazanın çözünebilmesi için hücreler DMSO ile muamele edildi. Renk değişimi 

spektrofotometre ile 595 ve 670 nanometre (nm) dalga boylarında ölçülerek, iki dalga boyu 

arasındaki absorbans farkı alındı (Mosmann 1983). Deneyler üç tekrarlı yapılmış olup, her 

örnek duplike olarak çalışıldı. 
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3.2.5. Biyokimyasal Analizler 

 

3.2.5.1. Malondialdehit (MDA) Analizi 

 

 BEAS-2B hücreleri Phosphate buffered saline (PBS) (Gibco, Catalog number: 

10010023) ile yıkandı. Hücrelerin parçalanması için Radioimmunoprecipitation assay 

(RIPA) Lysis Buffer (Santa Cruz, Catalog number: sc-24948) eklendi. RIPA Buffer 

eklenmeden önce içerisine 1 mL RIPA Lysis Buffer için, 10 μL 200 milimolar (mM) PMSF 

(Santa Cruz, Catalog number: sc-24948), 10 μL 100 mM sodium orthovanadate (Santa Cruz, 

Catalog number: sc-24948) ve 10 μL protease inhibitor cocktail (Santa Cruz, Catalog 

number: sc-24948) eklendi. Elde edilen hücre lizatı MDA analizi için kullanıldı. 

 Malondialdehit, lipid peroksidasyonunun son ürünüdür. Lipid peroksitleri pH: 3.5’te 

95oC’de tiyobarbitürik asit (TBA) (Merck, CAS number: 504-17-6) ile inkübasyonu sonucu 

pembe-kırmızı renkli bir kompleks oluşturur. Bu kompleksin 532 nm’de spektrofotometrik 

olarak ölçümü ile MDA miktarı saptanır (Ohkawa ve ark. 1979). Yöntemde, % 8.1 sodyum 

dodesil sülfat (SDS) (Sigma, CAS number: 151-21-3), % 20 Asetik asit (Merck, CAS 

number: 64-19-7), % 0.8 TBA çözeltileri ile muamele edilen örnek numuneleri 95oC’de 

inkübe edilip soğumaya bırakıldı. Daha sonra, n-bütanol (Merck, CAS number: 71-36-

3)/piridin (Merck, CAS number: 110-86-1) çözeltisi eklenen örnek tüpleri, 4000 rpm’de 

santrifüj (Sigma, 3-30K) edildi. Üst faz spektrofotometrede kullanılarak 532 nm’de ölçüldü. 

Deneyler üç tekrarlı yapılmış olup, her örnek duplike olarak çalışıldı. 

 

 

3.2.5.2. MDA Standart Eğrisi 

 

 MDA standart eğrisi oluşturmak için, 1.1.3.3-Tetraetoksipropan (Sigma, CAS number 

122-31-6) uygun miktarda dilüe edildi. Bu dilüsyondan 6000, 3000, 1500, 750, 375, 187.5, 

93.75, 46.875, 23.43 ve 11.71 nanomolar (nM) konsantrasyonlarda standart çözeltiler 

hazırlandı. Her bir standart çözeltinin absorbans değeri 532 nm’de ölçülerek standart eğrisi 

oluşturuldu (Şekil 3.4) ve MDA miktarı nanomol (nmol) cinsinden belirlendi. Daha sonra 

her bir örnekteki protein miktarı ölçülerek MDA miktarı nmol/mg protein cinsinden 

hesaplandı (Jain 1986). 
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Şekil 3.4. MDA standart eğrisi 

 

 

3.2.5.3. Total Protein Ölçümü 

 

 MDA ve Western Blot parametreleri ile ilgili normalizasyon hesaplamaları için total 

protein ölçümü Pierce BCA (Bicinchoninic acid) Protein Assay Kit (Thermo, Catalog 

number: 23227) kullanılarak yapıldı. 

 

Kit içeriği 

 

BCA Reagent A, 500 mL 

BCA Reagent B, 25 mL 

Albumin Standard Ampules, 2 mg/mL, 10 x 1 mL 

 

Protokol 

 

1. İlk olarak BCA Reagent A/BCA Reagent B 50/1 oranında olacak şekilde, örnek 

sayısına göre hesaplanarak karıştırıldı ve BCA çalışma solüsyonu hazırlandı. 

2. Aşağıdaki tabloda verilen hacimlere uyun olarak standart solüsyonları hazırlandı. 
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Standart 

tüpleri 

Dilüent hacmi  

(µL) 

BSA (Bovine serum 

albumin) kaynağı ve 

hacmi (µL) 

Final BSA 

konsantrasyonu 

(µg/mL) 

A 0 Stoktan 300 2000 

B 125 Stoktan 375 1500 

C 325 Stoktan 325 1000 

D 175 B tüpünden 175 750 

E 325 C tüpünden 325 500 

F 325 E tüpünden 325 250 

G 325 F tüpünden 325 125 

H 400 G tüpünden 100 25 

I 400 0=Blank 0=Blank 

 

3. Hazırlanan standart solüsyonları duplike olarak her mikroplaka (microplate) 

kuyusuna 25 µL eklendi. 

4. Daha sonra protein konsantrasyonu bilinmeyen örnekler her kuyuya 25 µL olacak 

şekilde eklendi. 

5. Her kuyuya 200 µL BCA çalışma solüsyonu eklendi ve mikroplaka 30 saniye 

boyunca yavaşça çalkalandı. 

6. Mikroplaka’nın üzeri kapatıldı ve 30 dakika boyunca 37oC’de inkübe edildi. 

7. İnkübasyon sonrasında mikroplaka’nın 562 nm’de spektrofotometrik olarak ölçümü 

yapıldı. 

 

 

3.2.6. RNA İzolasyonu ve cDNA Sentezi 

 

 RNA izolasyonu için hücreler flask tabanından Tripsin-EDTA (1X) (% 0.25) ile 

kaldırılarak toplandı. RNA izolasyonu (Qiagen; RNeasy Mini Kit, Catalog number: 74104) 

ve cDNA sentezi (Thermo; High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Catalog 

number: 4368814) aşamaları ticari kit kullanılarak yapıldı. 
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3.2.6.1. RNA İzolasyonu 

 

Kit içeriği 

 

RNeasy Mini Spin Columns 

Collection Tubes (Toplama tüpleri) (1.5 mL)  

Collection Tubes (Toplama tüpleri) (2 mL)  

Buffer RLT (45 mL) 

Buffer RW1 (45 mL) 

Buffer RPE (11 mL) 

RNase-Free Water (RNaz içermeyen su) (10 mL) 

 

Protokol 

 

1. Hasat edilen hücrelerin üzerine 600 µL Buffer RLT eklendi. 

2. Hücreler vortekslenerek parçalandı. 

3. Homojenize edilmiş lizata 600 µL % 70’lik etanol eklendi. 

4. Lizat ve etanol karışımından 700 µL çekildi ve 2 mL’lik toplama tüpleri içindeki 

RNeasy Mini Spin Column tüplere aktarıldı. Tüplerin kapakları kapatılarak oda 

sıcaklığında ≥8000 x g’de 15 saniye santrifüj edildi. 

5. RNeasy Mini Spin Column tüplere 700 µL Buffer RW1 eklendi. Tüplerin kapakları 

kapatılarak oda sıcaklığında ≥8000 x g’de 15 saniye santrifüj edildi. 

6. RNeasy Mini Spin Column tüplere 500 µL Buffer RPE eklendi. Tüplerin kapakları 

kapatılarak oda sıcaklığında ≥8000 x g’de 15 saniye santrifüj edildi. 

7. RNeasy Mini Spin Column tüplere 500 µL Buffer RPE eklendi. Tüplerin kapakları 

kapatılarak oda sıcaklığında ≥8000 x g’de 2 dakika santrifüj edildi. 

8. RNeasy Mini Spin Column tüpleri yeni 1.5 mL’lik toplama tüplerine transfer edildi. 

30-50 µL RNaz içermeyen su eklendi. Tüplerin kapakları kapatıldı ve ≥8000 x g’de 

1 dakika santrifüj edildi. 

9. Toplama tüplerindeki saflaştırılan RNA örneklerinin konsantrasyonu ve A260/A280 

absorbans oranı nükleik asit ölçer (Thermo, Multiskan GO) ile belirlenerek cDNA 

sentezi için kullanıldı. 
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3.2.6.2. cDNA Sentezi 

 

Kit içeriği 

 

10X RT Buffer, 1 × 1 mL 

10X RT Random Primers, 1 × 1 mL 

25X dNTP Mix (100 mM), 1 × 0.2 mL 

MultiScribe® Reverse Transcriptase (50 U/µL), 2 × 0.1 mL 

 

Protokol 

 

2X RT master mix bileşenleri Eklenen hacim (µL) 

10X RT Buffer 2 

10X RT Random Primers 2 

25X dNTP Mix (100 mM) 0.8 

MultiScribe® Reverse Transcriptase 1 

RNaz içermeyen su 4.2 

Toplam 10 µL 

 

1. Her bir örnek için 10 µL 2X RT master mix solüsyonu eklendi. 

2. Her tüpe 10 µL RNA örneği eklendi. 

3. Tüpler etiketlendi, aşağıda verilen koşullarda inkübe edildi. 

 

Sıcaklık Zaman 

25oC 10 dakika 

37oC 120 dakika 

85oC 5 dakika 

4oC ∞ 

 

4. İnkübasyon sonrası her tüpe 80 µL RNaz içermeyen su eklendi. Örnekler 

kullanılıncaya kadar uygun koşullarda saklandı. 
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3.2.7. Real-time PCR 

 

 Ticari kit ile elde edilen cDNA örnekleri kullanıldı. Real-time PCR deneyleri 

üreticinin talimatları doğrultusunda ticari kit (Thermo; Applied Biosystems Power SYBR 

Green PCR Master Mix, Catalog number: 4367659) kullanılarak yapıldı. Çalışmada 

kullanılan PERK, ATF6, IRE1α ve GRP78 genlerine ait primer dizileri (Chou ve ark. 2018) 

Çizelge 3.4’te verildi. Housekeeping gen olarak kullanılan β-aktin genine ait primer ise, 

ticari olarak (Qiagen) satın alındı. Spesifik olmayan ürünleri ve primer-dimer varlığını 

kontrol etmek için melting curve analizi yapıldı. Deneyler üç tekrarlı yapılmış olup, her 

örnek duplike olarak çalışıldı. Deney sonuçları kat değişimi (Fold-change) olarak verildi.  

 

 

Çizelge 3.4. Çalışmada kullanılan primerler 

 

Genler Primerler Kaynak 

PERK 
Forward: 5’-TGTCGCCAATGGGATAGTGACGAA-3’ 

Reverse: 5’-AATCCGGCTCTCGTTTCCATGTCT-3’ 
(Chou ve ark. 2018) 

ATF6 
Forward: 5’-ATGTCTCCCCTTTCCTTATATGGT-3’ 

Reverse: 5’-AAGGCTTGGGCTGAATTGAA-3’ 
(Chou ve ark. 2018) 

IRE1α 
Forward: 5’-GGGAAATACTCTACCAGCCT-3’ 

Reverse: 5’-GAAATCTCTCCAGCATCTTG-3’ 
(Chou ve ark. 2018) 

GRP78 
Forward: 5’-CAACCCCGAGAACACGGTC-3’ 

Reverse: 5’-CTGCACAGACGGGTCATTC-3’ 
(Chou ve ark. 2018) 

 

Kit içeriği 

 

Power SYBR Green PCR Master Mix (2X), 5 mL 

 

Protokol 

 

1. Her bir örnek tüpüne 12.5 µL Power SYBR Green PCR Master Mix, 100 nM 

primer, 6 µL RNaz içermeyen su ve 100 ng cDNA eklenerek tüplerin kapakları 

kapatıldı. 
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2. Tüpler cihaza yerleştirilerek aşağıda verilen koşullarda inkübe edildi. 

 

Sıcaklık Zaman Döngü Sayısı 

95oC 10 dakika 1 

95oC 15 saniye 40 

60oC 60 saniye 40 

 

 

3.2.8. Western Blot Analizi 

 

3.2.8.1. Protein İzolasyonu 

 

 Proteinlerin izolasyonu için hücreler PBS (1X) ile yıkandı. Hücreleri parçalamak için 

RIPA Lysis Buffer kullanıldı. RIPA Lysis Buffer eklenmeden önce içerisine; 1 mL RIPA 

Lysis Buffer için, 10 μL 200 mM PMSF, 10 μL 100 mM sodium orthovanadate ve 10 μL 

protease inhibitor cocktail eklendi. Daha sonra, her bir flaska 2 mL RIPA Lysis Buffer 

karışımından eklendi. 15 dakika +4oC’de çalkalandı. Hücreler kazıyıcı ile kazındı. Elde 

edilen hücre süspansiyonu falkon tüplere aktarıldı ve +4°C, 10 000 x g’de, 10 dakika 

santrifüj edildi. Santrifüj sonrası süpernatantlar yeni tüplere aktarılarak protein miktarları 

ölçüldü. 

 

 

3.2.8.2. Protein Konsantrasyonunun Ölçümü 

 

3.2.8.2.1. BSA Standartlarının Ölçümü 

 

 Örneklerdeki protein miktarlarını belirlemek amacıyla BSA proteini 2000, 1500, 1000, 

750, 500, 250, 125, 25, 0=Blank µg/mL olacak şekilde hazırlanarak standart eğri grafiği 

çizildi. 
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3.2.8.2.2. Total Protein Ölçümü 

 

 Western Blot parametreleri için her bir örnekteki total protein miktarı, BCA Protein 

protein tayin yöntemini esas alan Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo, Catalog number: 

23227) kullanılarak belirlendi. Bunun için ilk olarak, BCA Reagent A/BCA Reagent B 50/1 

oranında, örnek sayısına göre hesaplanarak karıştırıldı ve BCA çalışma solüsyonu 

hazırlandı. Hazırlanan standart solüsyonları, duplike olarak, 96 kuyucuklu plate’in her 

kuyucuğuna 25 µL olacak şekilde eklendi. Protein konsantrasyonu bilinmeyen örnekler de 

her bir kuyuya 25 µL olacak şekilde eklendi. Daha sonra her kuyuya 200 µL BCA çalışma 

solüsyonu eklendi ve plate 30 saniye boyunca yavaşça çalkalandı. Plate’in üzeri kapatıldı ve 

30 dakika boyunca 37oC’de inkübe edildi. İnkübasyon sonrasında 562 nm’de 

spektrofotometrede ölçüm yapıldı. 

 

 

3.2.8.3. Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE) ve Proteinlerin Transferi 

 

3.2.8.3.1. Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE)  

 

 Protein örnekleri jele yüklenmeden önce, 4X Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad, 

Catalog number: 1610747) ile β-merkaptoetanol (Merck, Catalog number: 8057400250) 9/1 

oranında karıştırılarak mix hazırlandı. Toplam protein miktarı 50 mikrogram (μg) olacak 

şekilde, hazırlanan bu mix ile örnekler 4/1 oranında karıştırıldı. Ardından, protein 

denatürasyonu için örnekler kuru blok ısıtıcıda 95°C’de 10 dakika inkübe edildi. Bu esnada 

jel, elektroforez tankına (Bio-Rad Mini-PROTEAN® Tetra System) yerleştirildi. Tank 

içerisine doluluk sınırına kadar 1X TGS Buffer eklendi. Marker (Bio-Rad, Catalog number: 

1610376) (5 μL) ve örnekler kuyulara pipet yardımıyla belirlenen miktarlarda yüklenerek 30 

dakika 200V’ta elektroforez işlemi (Bio-Rad PowerPac HV) gerçekleştirildi. İnternal 

kontrol olarak β-aktin kullanıldı. 
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3.2.8.3.2. Proteinlerin Transferi 

 

 Transfer işlemi için Trans-Blot® Turbo™ Transfer System (Bio-Rad) cihazı 

kullanıldı. Üreticinin talimatları doğrultusunda Trans-Blot® Turbo™ Mini PVDF Transfer 

Packs (Bio-Rad, Catalog number: 1704156) sırasıyla anot (+), bottom ion reservoir stack, 

membran, jel, top ion reservoir stack, katot (-) olacak şekilde cihaza yerleştirildi. 3 dakika 

boyunca transfer işlemi gerçekleştirildi. 

 

 

3.2.8.4. Ponceau S Boyama 

 

 Transfer sonrasında membran pembe renkli Ponceau S solüsyonu (Sigma, Catalog 

number: 09189) içerisine alınarak proteinler boyandı ve transfer etkinliği değerlendirildi. 

Bütün bantlar net görününceye kadar membran solüsyon içerisinde tutuldu. Daha sonra 

membran 1X TBS-T (% 0.2) solüsyonu içerisine alındı. Pembe renk gidene kadar hafifçe 

çalkalandı. 

 

 

3.2.8.5. Bloklama 

 

 Membran üzerindeki non-spesifik alanı bloke etmek için, membran 1X TBS-T 

içerisinde hazırlanan % 5’lik yağsız süt tozu (Sigma, CAS number: 999999-99-4) ile 1 saat 

boyunca çalkalayıcı üzerinde, oda sıcaklığında inkübe edildi. Süre sonunda, membran 1X 

TBS-T ile 3 defa 5 dakika süreyle yıkandı. 

 

 

3.2.8.6. Birincil Antikor 

 

 ATF4 ve IRE1α proteinleri ile internal kontrol β-aktin proteinlerine özgü birincil 

antikorlar (Çizelge 3.5)’te verildi. 1X TBS-T içerisinde 1:1000 olacak şekilde hazırlandı ve 

membran 1 gece +4oC’de çalkalayıcı üzerinde inkübasyona bırakıldı. Süre sonunda, 1X 

TBS-T ile 3 defa 5 dakika süreyle yıkama işlemi gerçekleştirildi.  
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Çizelge 3.5. Çalışmada kullanılan birincil antikorlar 

 

Birincil antikor adı Üretildiği organizma Ticari markası 

IRE1α Mouse Thermo 

ATF4 Mouse Proteintech 

β-aktin Mouse Thermo 

 

 

3.2.8.7. İkincil Antikor 

 

 Birincil antikorlara uygun anti-mouse ikincil antikorlar (Thermo) % 5’lik yağsız süt 

tozu çözeltisi içerisinde 1:2000 olacak şekilde hazırlandı ve membran 1 saat inkübe edildi. 

Süre sonunda, membran 1X TBS-T ile 5 defa 5 dakika süreyle yıkandı. 

 

 

3.2.8.8. Görüntüleme 

 

 Görüntüleme solüsyonu için Peroxide Reagent (Clarity Western ECL Substrate, Bio-

Rad, Catalog number: 1705061) ve Luminol/Enhancer Reagent (Clarity Western ECL 

Substrate, Bio-Rad, Catalog number: 1705061) kullanıldı. Membranlar hazırlanan solüsyon 

ile 2 dakika inkübe edildikten sonra açığa çıkan kemilüminesans sinyal, Bio-Rad Chemi-

Doc cihazı kullanılarak görüntülendi. 

 

 

3.2.9. İstatistiksel Analiz 

 

 Hücre canlılığı ile ilgili verilerin değerlendirilmesinde GraphPad Prism 5.01 

(GraphPad Software Inc. USA) programı kullanıldı. Verilerin değerlendirilmesinde tek 

yönlü varyans analizi (One way analysis of variance, ANOVA) ile Dunnet çoklu 

karşılaştırma (post-hoc) testi kullanıldı. Deneyler 3 defa tekrarlandı. p<0.05 değerleri 

istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
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 MDA verilerinin istatistiksel analizinde IBM SPSS Statistics 23 programı kullanıldı. 

Verilerin değerlendirilmesi Man-Whitney U testi ile yapıldı. p<0.05 değerleri istatistiksel 

olarak anlamlı kabul edildi. 

 Real-Time PCR verilerinin istatistiksel analizi RT2 Profiler PCR Array Data Analysis 

version 3.5 ile yapıldı. Deneyler 3 defa tekrarlandı. Sonuçlar kat değişimi olarak verildi. 

 Western Blot verilerinin istatistiksel analizi İmageJ IJ 1.46r programı kullanılarak 

yapıldı. Verilerin değerlendirilmesinde GraphPad Prism 5.01 (GraphPad Software Inc. 

USA) programı kullanılarak ANOVA ile Tukey çoklu karşılaştırma (post-hoc) testi yapıldı. 

p<0.05 değerleri istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

 

 

4.1. Hücre Canlılığı Analizi 

 

 Farklı konsantrasyonlarda (0-200 µM) H2O2’nin farklı sürelerde (24 ve 48 saat) 

BEAS-2B hücre canlılığı üzerine olan etkisi değerlendirilerek maruziyet konsantrasyonları 

belirlendi. 

 BEAS-2B hücrelerinin farklı konsantrasyonlarda (0-200 µM) H2O2’ye 24 saat 

süresince maruz bırakılması neticesinde 20, 30, 40, 50, 100 ve 200 µM konsantrasyonlarda 

hücre canlılığının anlamlı bir şekilde azaldığı gözlendi (p<0.05 ve p<0.001) (Şekil 4.1). 

 

 

  

Şekil 4.1. H2O2’nin (24 saat) BEAS-2B hücre canlılığı üzerine etkisi (*p<0.05 ve ***p<0.001). Deneyler 3 

defa tekrarlanmıştır. 

  

 

 BEAS-2B hücrelerinin farklı konsantrasyonlarda (0-200 µM) H2O2’ye 48 saat 

süresince maruz bırakılması neticesinde hiçbir konsantrasyonda hücre canlılığı üzerine 

anlamlı bir fark gözlenmedi (p>0.05) (Şekil 4.2). 
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Şekil 4.2. H2O2’nin (48 saat) BEAS-2B hücre canlılığı üzerine etkisi. Deneyler 3 defa tekrarlanmıştır. 

 

 

 Farklı konsantrasyonlarda (0-200 µM) ve sürelerde (24 ve 48 saat) H2O2’ye maruz 

bırakılan BEAS-2B hücrelerinde, maruziyet süreleri sonunda elde edilen veriler 

doğrultusunda % canlılık değerleri hesaplandı (Çizelge 4.1). Elde edilen bütün veriler 

değerlendirilerek deneyler için maruziyet konsantrasyonları 10 ve 20 µM olarak, maruziyet 

süresi ise 24 saat olarak belirlendi. 

 

 

Çizelge 4.1. H2O2’ye maruz bırakılan BEAS-2B hücrelerinde % canlılık değerleri 

 

 

% 

Canlılık 

Kontrol 

% 

Canlılık 

10 µM 

% 

Canlılık 

20 µM 

% 

Canlılık 

30 µM 

% 

Canlılık 

40 µM 

% 

Canlılık 

50 µM 

% 

Canlılık 

100 µM 

% 

Canlılık 

200 µM 

24 saat 100 98.3977 85.3765 74.1798 51.3152 29.5658 7.3379 5.9916 

48 saat 100 100.2210 91.2816 90.8196 87.7863 67.3162 64.7047 52.0490 

 % Canlılık= Örneğin Ortalama Absorbansı * 100/Kontrolün Ortalama Absorbansı 

 

          

 Farklı konsantrasyonlarda (0-100 µM) RHE-231’in 24 saat süresince BEAS-2B hücre 

canlılığı üzerine olan etkisi değerlendirilerek maruziyet konsantrasyonları belirlendi. 
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 BEAS-2B hücrelerinin farklı konsantrasyonlarda (0-100 µM) RHE-231’e 24 saat 

süresince maruz bırakılması neticesinde 10, 25, 50, 75 ve 100 µM konsantrasyonlarda hücre 

canlılığının anlamlı bir şekilde azaldığı gözlendi (p<0.05 ve p<0.001) (Şekil 4.3). 

 

 

 

Şekil 4.3. RHE-231’in BEAS-2B hücre canlılığı üzerine etkisi (*p<0.05 ve ***p<0.001). Deneyler 3 defa 

tekrarlanmıştır. 

 

 

 Farklı konsantrasyonlarda (0-100 µM) 24 saat süresince RHE-231 bileşiğine maruz 

bırakılan BEAS-2B hücrelerinde, maruziyet süreleri sonunda elde edilen veriler 

doğrultusunda % canlılık değerleri hesaplandı (Çizelge 4.2). Elde edilen veriler 

değerlendirilerek deneyler için maruziyet konsantrasyonları 5 ve 10 µM olarak belirlendi. 

 

 

Çizelge 4.2. RHE-231 bileşiğine maruz bırakılan BEAS-2B hücrelerinde % canlılık değerleri 

 

 

% 

Canlılık 

Kontrol 

% 

Canlılık 

2.5 µM 

% 

Canlılık 

5 µM 

% 

Canlılık 

10 µM 

% 

Canlılık 

25 µM 

% 

Canlılık 

50 µM 

% 

Canlılık 

75 µM 

% 

Canlılık 

100 µM 

24 saat 100 99.3216 97.1099 89.0256 81.2907 68.4546 58.1215 45.9862 

 % Canlılık= Örneğin Ortalama Absorbansı * 100/Kontrolün Ortalama Absorbansı 
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4.2. Biyokimyasal Analizler 

 

4.2.1. Malondialdehit (MDA) Analizi 

 

 Yirmi dört saat süresince 10 ve 20 µM konsantrasyonlarda H2O2’ye maruz bırakılan 

BEAS-2B hücre lizatı örneklerinde MDA ölçümü yapıldı. Hem 10 µM hem de 20 µM 

maruziyet konsantrasyonlarında MDA düzeyi kontrol grubuna kıyasla anlamlı derecede 

yüksek bulundu (p<0.001) (Şekil 4.4). 

 

 

         

Şekil 4.4. H2O2’ye maruz bırakılan BEAS-2B hücrelerinde MDA düzeyleri (***p<0.001). Deneyler 3 defa 

tekrarlanmıştır. 

 

 

 Yirmi dört saat süresince 10 µM konsantrasyonda H2O2’ye maruz bırakılan BEAS-2B 

hücrelerinde MDA analizi istatistiksel tanımlayıcı verileri Çizelge 4.3’te gösterildi. 
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Çizelge 4.3. 10 µM konsantrasyonda H2O2’ye maruz bırakılan BEAS-2B hücrelerinde MDA analizi 

tanımlayıcı verileri 

 

MDA (10 µM) 

Maruziyet Ortalama ± Standart 

Sapma 

Ortanca p 

SF 0.3269 ± 0.02745 0.3315 
0.000 

10 µM 0.5357 ± 0.17127 0.4932 

 

 

 Yirmi dört saat süresince 20 µM konsantrasyonda H2O2’ye maruz bırakılan BEAS-2B 

hücrelerinde MDA analizi istatistiksel tanımlayıcı verileri Çizelge 4.4’te gösterildi. 

 

 

Çizelge 4.4. 20 µM konsantrasyonda H2O2’ye maruz bırakılan BEAS-2B hücrelerinde MDA analizi 

tanımlayıcı verileri 

 

MDA (20 µM) 

Maruziyet Ortalama ± Standart 

Sapma 

Ortanca p 

SF 0.3269 ± 0.02745 0.3315 
0.000 

20 µM 1.0215 ± 0.62891 0.8515 

 

 

4.3. Gen Ekspresyon Analizi 

 

 Yirmi dört saat süresince 10 µM H2O2, 10 µM H2O2 + 5 µM RHE-231, 10 µM H2O2 

+ 10 µM RHE-231, 20 µM H2O2, 20 µM H2O2 + 5 µM RHE-231 ve 20 µM H2O2 + 10 µM 

RHE-231’e maruz bırakılan BEAS-2B hücrelerinden elde edilen cDNA örnekleri 

kullanılarak PERK, ATF6, IRE1α ve GRP78 gen ekspresyon analizleri yapıldı. 

Housekeeping gen olarak β-aktin kullanıldı. Sonuçlar kat değişimi olarak verildi. Spesifik 

olmayan ürünleri ve primer-dimer varlığını kontrol etmek için bütün primerlere melting 

curve analizi yapıldı (Şekil 4.5, Şekil 4.6 ve Şekil 4.7). 
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Şekil 4.5. β-aktin primerine ait melting curve eğrisi 

 

 

 
 

Şekil 4.6. IRE1α ve GRP78 primerlerine ait melting curve eğrileri 

 

 

 
 

Şekil 4.7. PERK ve ATF6 primerlerine ait melting curve eğrileri 
 

 

 PERK, ATF6, IRE1α ve GRP78 gen ekspresyon seviyelerinde, 10 µM H2O2, 10 µM 

H2O2 + 5 µM RHE-231, 10 µM H2O2 + 10 µM RHE-231 ve 20 µM H2O2 

konsantrasyonlarında kontrol grubuna kıyasla anlamlı bir fark gözlenmez iken (p>0.05), 

IRE1α ve PERK gen ekspresyon seviyelerinde, 20 µM H2O2 + 5 µM RHE-231 ve 20 µM 

H2O2 + 10 µM RHE-231 konsantrasyonlarında kontrol grubuna kıyasla anlamlı bir artış 

bulundu (Şekil 4.8). 20 µM H2O2 + 5 µM RHE-231 konsantrasyonda IRE1α genindeki kat 

değişimi değeri 11.95 (p<0.05) kat iken, PERK genindeki kat değişimi değeri 3.65 (p<0.05) 



47 
 

kat; 20 µM H2O2 + 10 µM RHE-231 konsantrasyonda ise IRE1α genindeki kat değişimi 

değeri 14.31 (p<0.001) kat iken, PERK genindeki kat değişimi değeri 39.27 (p<0.05) kat 

artış olarak gözlendi (Çizelge 4.5). ATF6 ve GRP78 gen ekspresyon seviyelerinde ise hiçbir 

konsantrasyonda kontrol grubuna kıyasla anlamlı bir fark gözlenmedi (p>0.05) (Şekil 4.10). 

 

 

Çizelge 4.5. H2O2 (10 µM, 20 µM, 24 saat) uyarılı BEAS-2B hücrelerinde PERK, ATF6, IRE1α ve GRP78 

genlerine ait kat değişimi ve p değerleri 

 

Gen 

sembolü 

10 µM H2O2 
10 µM H2O2+5 

µM RHE-231 

10 µM H2O2+10 

µM RHE-231 
20 µM H2O2 

20 µM H2O2+5 

µM RHE-231 

20 µM H2O2+10 

µM RHE-231 

Kat 

değişimi 

p 

değeri 

Kat 

değişimi 

p 

değeri 

Kat 

değişimi 

p 

değeri 

Kat 

değişimi 

p 

değeri 

Kat 

değişimi 

p 

değeri 

Kat 

değişimi 

p  

değeri 

PERK 1.46 0.960 1.45 0.949 1.70 0.659 1.96 0.264 3.65 0.032 39.27 0.012 

ATF6 1.17 0.524 1.16 0.500 1.21 0.455 1.21 0.389 1.32 0.355 1.31 0.245 

IRE1α 1.17 0.135 1.93 0.270 1.19 0.405 1.50 0.388 11.95 0.026 14.31 0.00037 

GRP78 0.91 0.738 1.07 0.671 1.33 0.259 0.16 0.389 1.21 0.416 1.01 0.975 

 

 

 

 

Şekil 4.8. H2O2 (10 µM, 20 µM, 24 saat) uyarılı BEAS-2B hücrelerinde RHE-231 (5 µM, 10 µM, 24 saat)’in 

PERK, ATF6, IRE1α ve GRP78 gen ekspresyon düzeyleri üzerine etkisi (*p<0.05 ve ***p<0.001). 

Deneyler 3 defa tekrarlanmıştır. 
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 PERK, ATF6, IRE1α ve GRP78 gen ekspresyon seviyelerinde, 10 µM H2O2, 10 µM 

H2O2 + 5 µM RHE-231 ve 10 µM H2O2 + 10 µM RHE-231 konsantrasyonlarında kontrol 

grubuna kıyasla anlamlı bir fark gözlenmedi (p>0.05) (Şekil 4.9). 

 

 

 

 

Şekil 4.9. H2O2 (10 µM, 24 saat) uyarılı BEAS-2B hücrelerinde RHE-231 (5 µM, 10 µM, 24 saat)’in PERK, 

ATF6, IRE1α ve GRP78 gen ekspresyon düzeyleri üzerine etkisi. Deneyler 3 defa tekrarlanmıştır. 

 

 

 

 

 

Şekil 4.10. H2O2 (20 µM, 24 saat) uyarılı BEAS-2B hücrelerinde RHE-231 (5 µM, 10 µM, 24 saat)’in PERK, 

ATF6, IRE1α ve GRP78 gen ekspresyon düzeyleri üzerine etkisi (*p<0.05 ve ***p<0.001). 

Deneyler 3 defa tekrarlanmıştır. 
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4.4. Western Blot Analizi 

 

 Yirmi dört saat süresince 10 µM H2O2, 10 µM H2O2 + 5 µM RHE-231, 10 µM H2O2 

+ 10 µM RHE-231, 20 µM H2O2, 20 µM H2O2 + 5 µM RHE-231 ve 20 µM H2O2 + 10 µM 

RHE-231’e maruz bırakılan BEAS-2B hücrelerinden elde edilen protein örnekleri 

kullanılarak ATF4 ve IRE1α proteinlerinin Western Blot analizleri yapıldı. İnternal kontrol 

olarak β-aktin kullanıldı. Transfer etkinliğinin değerlendirilmesi için membran Ponceau S 

solüsyonu ile boyandı. Boyama neticesinde, ATF4 (39 kDa), IRE1α (120 kDa) ve β-aktin 

(42 kDa) proteinlerinin bantları görüntülendi (Şekil 4.11). 

 

 

 
 

Şekil 4.11. Proteinlerin transfer edildiği membranın Ponceau S ile görüntülenmesi 

 

 

 Western blot analizi sonuçlarına göre, 24 saat inkübasyon süresi sonunda, ATF4 

miktarında 20 µM H2O2, 20 µM H2O2 + 5 µM RHE-231 ve 20 µM H2O2 + 10 µM RHE-231 

konsantrasyonlarında kontrol grubuna kıyasla anlamlı bir artış gözlendi (p<0.001) (Şekil 

4.12). 
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Şekil 4.12. H2O2 (24 saat) uyarılı BEAS-2B hücrelerinde RHE-231’in ATF4 proteini üzerine etkisi. 1- Kontrol 

grubu, 2- 10 µM H2O2, 3- 10 µM H2O2 + 5 µM RHE-231, 4- 10 µM H2O2 + 10 µM RHE-231, 5- 20 

µM H2O2, 6- 20 µM H2O2 + 5 µM RHE-231 7- 20 µM H2O2 + 10 µM RHE-231 (***p<0.001). 

Deneyler 3 defa tekrarlanmıştır. 

 

 

 Western blot analizi sonuçlarına göre, 24 saat inkübasyon süresi sonunda, ATF4 

miktarında 10 µM H2O2 grubu ile karşılaştırıldığında, 10 µM H2O2 + 5 µM RHE-231 ve 10 

µM H2O2 + 10 µM RHE-231 konsantrasyonlarında anlamlı bir fark gözlenmedi (p>0.05) 

(Şekil 4.13). 

 

 

 
 

Şekil 4.13. H2O2 (10 µM, 24 saat) uyarılı BEAS-2B hücrelerinde RHE-231’in ATF4 proteini üzerine etkisi. 1- 

10 µM H2O2, 2- 10 µM H2O2 + 5 µM RHE-231, 3- 10 µM H2O2 + 10 µM RHE-231. Deneyler 3 

defa tekrarlanmıştır. 

 

 

 Western blot analizi sonuçlarına göre, 24 saat inkübasyon süresi sonunda, ATF4 

miktarında 20 µM H2O2 grubu ile karşılaştırıldığında, 20 µM H2O2 + 5 µM RHE-231 ve 20 
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µM H2O2 + 10 µM RHE-231 konsantrasyonlarında anlamlı bir artış gözlendi (p<0.05 ve 

p<0.001) (Şekil 4.14). 

 

 

 
 

Şekil 4.14. H2O2 (20 µM, 24 saat) uyarılı BEAS-2B hücrelerinde RHE-231’in ATF4 proteini üzerine etkisi. 1- 

20 µM H2O2, 2- 20 µM H2O2 + 5 µM RHE-231, 3- 20 µM H2O2 + 10 µM RHE-231 (*p<0.05 ve 

***p<0.001). Deneyler 3 defa tekrarlanmıştır. 

 

  

 

 Western blot analizi sonuçlarına göre, 24 saat inkübasyon süresi sonunda, IRE1α 

miktarında 20 µM H2O2, 20 µM H2O2 + 5 µM RHE-231 ve 20 µM H2O2 + 10 µM RHE-231 

konsantrasyonlarında kontrol grubuna kıyasla anlamlı bir artış gözlendi (p<0.01 ve p<0.001) 

(Şekil 4.15). 

 

 

 
 

Şekil 4.15. H2O2 (24 saat) uyarılı BEAS-2B hücrelerinde RHE-231’in IRE1α proteini üzerine etkisi. 1- Kontrol 

grubu, 2- 10 µM H2O2, 3- 10 µM H2O2 + 5 µM RHE-231, 4- 10 µM H2O2 + 10 µM RHE-231, 5- 20 

µM H2O2, 6- 20 µM H2O2 + 5 µM RHE-231 7- 20 µM H2O2 + 10 µM RHE-231 (**p<0.01 ve 

***p<0.001). Deneyler 3 defa tekrarlanmıştır. 
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 Western blot analizi sonuçlarına göre, 24 saat inkübasyon süresi sonunda, IRE1α 

miktarında 10 µM H2O2 grubu ile karşılaştırıldığında, 10 µM H2O2 + 5 µM RHE-231 ve 10 

µM H2O2 + 10 µM RHE-231 konsantrasyonlarında anlamlı bir fark gözlenmedi (p>0.05) 

(Şekil 4.16). 

 

 

 
 

Şekil 4.16. H2O2 (10 µM, 24 saat) uyarılı BEAS-2B hücrelerinde RHE-231’in IRE1α proteini üzerine etkisi. 

1- 10 µM H2O2, 2- 10 µM H2O2 + 5 µM RHE-231, 3- 10 µM H2O2 + 10 µM RHE-231. Deneyler 3 

defa tekrarlanmıştır. 

 

 

 

 Western blot analizi sonuçlarına göre, 24 saat inkübasyon süresi sonunda, IRE1α 

miktarında 20 µM H2O2 grubu ile karşılaştırıldığında, 20 µM H2O2 + 5 µM RHE-231 

konsantrasyonda anlamlı bir artış gözlendi (p<0.05) (Şekil 4.17). 

 

 

 
 

Şekil 4.17. H2O2 (20 µM, 24 saat) uyarılı BEAS-2B hücrelerinde RHE-231’in IRE1α proteini üzerine etkisi. 

1- 20 µM H2O2, 2- 20 µM H2O2 + 5 µM RHE-231, 3- 20 µM H2O2 + 10 µM RHE-231 (*p<0.05). 

Deneyler 3 defa tekrarlanmıştır. 
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5. TARTIŞMA 

 

 

 Solunum epiteli, dış çevre ile epitelin altında bulunan doku arasında fiziksel bir engel 

görevi görür. Aynı zamanda, solunum epiteli, normal akciğer fonksiyonunu korumak için 

çeşitli dinamik aktivitelere de sahiptir. Bu aktivitelerin başında, iyon transportu, yabancı 

maddelerin mukosiliyer klirensi, solunum yüzeyinin korunması için yüzey aktif madde, 

mukus, antimikrobiyal peptitler gibi maddelerin salgılanması, solunum epitelinin onarımı, 

rejenerasyonu ve inflamatuvar yanıtın düzenlenmesi gelmektedir (Adkinson ve ark. 2013). 

Solunum epitelinin mikrobiyal saldırı, proteolitik hasar, ROS (Caramori ve ark. 2011, 

Wright ve ark. 1994) ve ER stresi (Malhotra ve ark. 2009, Korfei ve ark. 2008) gibi 

nedenlerden dolayı hasar görmesi, astım ve KOAH gibi inflamatuvar solunum yolu 

hastalıklarının başlamasında ve/veya hastalığın ilerlemesinde kilit bir rol oynamaktadır 

(Knight ve Holgate 2003). 

 İnsan bronş epitel hücre hattı olan BEAS-2B hücreleri, bronşial hastalıklarla ilgili in 

vitro çalışmalarda yaygın olarak kullanılmaktadır (Shi ve ark. 2010, Liu ve ark. 2012). Sigara 

dumanında bulunan bir oksidan olan H2O2’nin bronş epitel hücrelerinde oksidatif ve 

apoptotik hasara neden olduğu çeşitli çalışmalarla gösterilmiştir (Xue ve ark. 2005, Kastner 

ve ark. 2011, Gao ve ark. 2012). Ancak, H2O2 ile indüklenen ROS’un BEAS-2B 

hücrelerinde ER stresinin ve UPR yolağının gen ve protein düzeyinde bir arada 

değerlendirildiği bir çalışma bulunmamaktadır. 

 Bu tez çalışmasında, oksidatif hasarlı hücre modeli oluşturularak, BEAS-2B 

hücrelerinde oksidatif stres koşulları altında, ER stresinin UPR’nin hangi yolağını tetiklediği 

ve yeni sentezlenen benzimidazol türevi bileşiğin (RHE-231) ER stresi ve UPR sinyal 

yolağında koruyucu bir etkisinin olup olmadığının aydınlatılması amaçlandı. Bu amaçla, 

çalışmanın ilk aşamasında, BEAS-2B hücreleri H2O2 ile muamele edildi. Çalışmada 

kullanılan en uygun konsantrasyonu seçebilmek için, bir sitotoksisite testi olan MTT testi 

yapıldı. Bu test sonucunda, 24 saat süresince H2O2’ye maruz bırakılan hücrelerde 10 µM 

konsantrasyonda kontrol grubuna kıyasla hücre canlılığında anlamlı bir fark gözlenmezken 

(p>0.05), 20, 30, 40, 50, 100 ve 200 µM konsantrasyonlarda kontrol grubuna kıyasla hücre 

canlılığının anlamlı bir şekilde azaldığı gözlendi (p<0.05 ve p<0.001). Hidrojen peroksite 
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48 saat süresince maruz bırakılan hücrelerde ise, hücre canlılığında kontrol grubuna kıyasla 

hiçbir konsantrasyonda anlamlı bir fark gözlenmedi (p>0.05). 

 Hidrojen peroksit tarafından indüklenen oksidatif stresin daha iyi 

değerlendirilebilmesi için, hücrelerde önemli bir toksisite etkisi yaratmayan H2O2 

konsantrasyonu belirlendi (Lu ve ark. 2007). Bunun için, BEAS-2B hücrelerinde, H2O2 

maruziyet süreleri sonunda elde edilen veriler doğrultusunda deneyler için maruziyet 

konsantrasyonları 10 ve 20 µM olarak, maruziyet süresi ise 24 saat olarak belirlendi. 

 Hidrojen peroksit, hücre ve doku kültürleri dahil olmak üzere, çoğu deneysel modelde 

oksidatif stres kaynaklı hücre hasarını incelemek için yaygın olarak kullanılan bir 

oksidandır. Hidrojen peroksit ayrıca canlı hücrelerde hücre metabolizmasının bir ürünü 

olarak oluşmakta olup, önemli bir sinyal molekülü olarak görev yapmaktadır (Thannickal ve 

Fanburg 2000). Tsao ve ark. (2015) yaptıkları çalışmada, triterpenik asitlerin BEAS-2B ve 

16HBE hücrelerinde koruyucu etkilerinin olup olmadığını araştırmışlardır. Bunun için 

hücreleri 100 µM H2O2’ye maruz bırakmışlar ve her iki hücre hattında da hücre canlılığının 

anlamlı bir şekilde azaldığını (p<0.05) ve DNA fragmentasyonunun anlamlı bir şekilde 

arttığını göstermişlerdir. Jiang ve ark. (2014) ise, insan hepatoma hücre hattı olan HepG2 

hücrelerinde yaptıkları çalışmada, hücreleri 6 saat süresince farklı konsantrasyonlardaki (50, 

100, 150, 200, 300, 500, 600, 800 ve 1000 µM) H2O2 ile muamele etmişlerdir. Oksidatif 

stres hasar modeli oluşturmak için hücre canlılığını MTT testi ile ölçmüşler ve 200 µM H2O2 

konsantrasyonunda hücre canlılığının yaklaşık % 50 oranında azaldığını tespit etmişlerdir. 

Hidrojen peroksitin hücre içi konsantrasyonu, çeşitli enzimatik ve enzimatik olmayan 

antioksidan sistemler tarafından kontrol edilmektedir (Gulden ve ark. 2010). Hidrojen 

peroksit katalaz ve peroksidaz enzimleri tarafından hızlı bir şekilde degrade edildiğinden 

yarı ömrü kısadır (Halliwell ve Gutteridge 1990, Farber 1994). Hidrojen peroksitin bu 

kararsızlığı nedeniyle, ekzojen olarak eklenen H2O2’nin fizyolojik fonksiyonlarını ve toksik 

etkilerini, hücrelerin oksidatif stres yanıtlarını veya antioksidan ajanların sitoproteksiyonunu 

araştırmak için kullanılan deneysel modellerde, birbirinden farklı aralıkta maruziyet süresi 

ve konsantrasyonları bildirilmiştir (Masaki ve ark. 1998, Van der Vlies ve ark. 2002, Hirsch 

ve ark. 2014).  

 Oksidatif stres durumunda, lipid peroksidasyonu gerçekleşir. Reaktif oksijen türleri 

hücre membranındaki çoklu doymamış yağ asitleri ile kolayca reaksiyona girer ve 

aldehitlerin üretimiyle kendiliğinden yayılan bir zincir reaksiyonunu başlatır. Bu da, 
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membran lipidlerinin yıkılmasına ve organizmanın zarar görmesine neden olur (Demling ve 

ark. 1995, La Maestra ve ark. 2015, Ozaras ve ark. 2000). Bu tez çalışmasında, H2O2’ye 

maruz bırakılan hücrelerde meydana gelen oksidatif hasar, MDA seviyeleri ölçülerek 

değerlendirildi. 24 saat süresince 10 ve 20 µM konsantrasyonlarda H2O2’ye maruz bırakılan 

BEAS-2B hücre lizatı örneklerinde MDA ölçümü yapıldı. Hem 10 µM hem de 20 µM 

maruziyet konsantrasyonlarında MDA düzeyi kontrol grubuna kıyasla anlamlı derecede 

yüksek bulundu (p<0.001). Wu ve ark. (2017) yaptıkları çalışmada, bir partikül madde olan 

PM2.5’in BEAS-2B hücreleri üzerine etkisini araştırmışlardır. Hücreleri PM2.5’e 24 saat 

maruz bırakmışlar, bunun neticesinde oksidatif hasar göstergeleri olan ROS ve MDA 

miktarlarında kontrol grubuna kıyasla anlamlı derecede artış (p<0.01) olduğunu 

görmüşlerdir. Gurr ve ark. (2005) BEAS-2B hücrelerinde, oksidatif DNA hasarını ve lipid 

peroksidasyonunu titanyum dioksit (TiO2)’nin kristal formları olan anataz ve rutil ile 

indüklemişlerdir. Titanyum dioksite maruz bırakılan hücrelerde MDA, nitrik oksit ve H2O2 

miktarının kontrol grubuna kıyasla anlamlı derecede arttığını (p<0.001) göstermişlerdir. 

Kronik obstrüktif akciğer hastalığı (KOAH)’ın akciğerlerdeki yüksek oksidatif stres ile 

ilişkili olduğu (MacNee 2005, Kim ve ark. 2004) hatta oksidatif stresin KOAH gibi kronik 

hastalıkların altında yatan neden olarak gösterildiği belirtilmektedir (Heijink ve ark. 2013). 

Arpaci ve ark. (2018) yaptıkları çalışmada, 100 KOAH olgusu olan hasta ve 100 kontrol 

olmak üzere toplam 200 örnekte MDA düzeylerini incelemişlerdir. Kontrol grubunda, 

ortalama MDA düzeyinin 6.88±2.14 nmol/L aralığında olduğunu, KOAH olgusu olan grupta 

ise, ortalama MDA düzeyinin 12.88±6.01 nmol/L aralığında olduğunu gözlemişlerdir. 

KOAH olgusu olan grupta ortalama MDA düzeyinin mevcut çalışmamızla uyumlu olarak, 

kontrol grubu ile karşılaştırıldığında anlamlı olarak arttığını (p<0.01) ortaya koymuşlardır. 

 Benzimidazol, benzen ve imidazol halkalarının kaynaşmasından oluşan bir yapıya 

sahiptir (Hofmann 1953). Benzimidazol halkası, biyolojik olarak önemli, aktif bir 

heterosiklik bileşik olarak bilinmektedir. Bu halka sisteminin çok sayıda farklı farmakolojik 

aktivitesi mevcuttur. Bunlar arasında, benzimidazol türevlerinin, antimikrobiyal (Eisa ve 

ark. 2010), antikanser (Styskala ve ark. 2008), antiviral (Hayes ve ark. 2008), antiparaziter 

(Gellis ve ark. 2008), antihipertensif (Shah ve ark. 2008), antiinflamatuvar (Gaba ve ark. 

2010), antidiyabetik (Shingalapur ve ark. 2010) ve antioksidan (Nakano ve ark. 1999) gibi 

çeşitli farmakolojik aktivitelere sahip olduğu yapılan çalışmalarda ortaya konmuştur. 
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 Yeni sentezlenen benzimidazol türevi bileşik olan RHE-231’in H2O2 kaynaklı ER 

stresi ve UPR sinyal yolağında koruyucu bir etkisinin olup olmadığının aydınlatılması için, 

farklı konsantrasyonlarda (0-100 µM) RHE-231’in 24 saat süresince BEAS-2B hücre 

canlılığı üzerine olan etkisi değerlendirilerek maruziyet konsantrasyonları belirlendi. BEAS-

2B hücrelerinin RHE-231’e 24 saat maruz bırakılması neticesinde 5 µM konsantrasyonda 

kontrol grubuna kıyasla hücre canlılığında anlamlı bir fark gözlenmezken (p>0.05), 10, 25, 

50, 75 ve 100 µM konsantrasyonlarda hücre canlılığının anlamlı bir şekilde azaldığı gözlendi 

(p<0.05 ve p<0.001). Daha sonra, maruziyet süreleri sonunda elde edilen veriler 

doğrultusunda % canlılık değerleri hesaplandı. Elde edilen veriler değerlendirilerek deneyler 

için 5 ve 10 µM maruziyet konsantrasyonları olarak belirlendi. Apohan ve ark. (2017) 

yaptıkları çalışmada, 14 yeni benzimidazol türevi bileşik sentez etmişlerdir. Yeni 

sentezlenen bileşiklerin sitotoksik aktivitelerini A549 ve BEAS-2B hücrelerinde 

incelemişlerdir. İncelenen bileşiklerden üçünün (bileşik 1, 4 ve 5) yüksek antimikrobiyal 

aktiviteye sahip olduğunu bildirmişlerdir (Apohan ve ark. 2017). 

 Can Eke ve ark. (1998) yaptıkları çalışmada, bir seri yeni benzimidazol türevi bileşik 

sentezlemişler ve bu bileşiklerin antioksidan özelliklerinin olup olmadığını in vitro ortamda 

sıçan mikrozomlarında lipid peroksidasyonu düzeylerine bakarak tespit etmişlerdir. Yeni 

sentez ettikleri bileşiklerden birinin lipid peroksidasyonunu sıçan karaciğerinde 10-4 M 

konsantrasyonda % 20, 10-3 M konsantrasyonda ise % 40 inhibe ettiğini, ancak aynı bileşiğin 

akciğer ve böbreklerde lipid peroksidasyonunu inhibe edici özelliğinin bulunmadığını 

bildirmişlerdir. Gurer-Orhan ve ark. (2006) bir seri melatonin analoğu yeni benzimidazol 

türevi bileşiği in vitro ortamda H2O2 ile indüklemişler ve eritrosit membran lipid 

peroksidasyonu (EMLP) sisteminde antioksidan aktivite gösterdiğini bildirmişlerdir. Yeni 

sentezlenen bu benzimidazol türevi bileşiğin 0,5 mM konsantrasyonda EMLP’yi en yüksek 

değerle inhibe ettiğini ve bu bulgunun benzimidazol halkasına bağlı apolar yan zincirin 

eritrosit membranında yer alan apolar fosfolipit vb. bileşenler ile etkileşimiyle 

açıklanabileceğini bildirmişlerdir. Tiyosemikarbazit, tiyadiazoilmetilbenzimidazol ve 

triazoilmetilbenzimidazol yapısında bir seri yeni bileşik sentezleyen Kerimov ve ark. (2007) 

ise, bu 3 bileşiğin antioksidan özelliklerini, NADPH’a bağlı lipid peroksidasyon düzeylerini 

araştırmışlardır. Tiyosemikarbazit taşıyan benzimidazol türevi bileşiğin % 80-100 aralığında 

lipid peroksidasyonunu inhibe edici etkilerinin olduğunu bildirmişlerdir. 
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 Oksidatif stres ER’de protein katlanmasının bozulmasına neden olur (Kelsen ve ark. 

2008). Hatalı katlanmış proteinler ER katlama kapasitesini aştığında, ER katlama yükünde 

dengesizlik meydana gelir. Bu durum, ER stresini indükleyerek UPR’yi aktive eder (Ron ve 

Walter 2007, Schröder ve Kaufman 2005b, Dufey ve ark. 2014, Brewer 2014, Walter ve Ron 

2011). UPR’nin üç kolu (PERK, IRE1 ve ATF6), yeni polipeptitlerin ER’ye akışını 

yavaşlatarak ER stresini tersine çeviren bir dizi transkripsiyonel, translasyonel ve post-

translasyonel süreçleri içerir. ER stresi tersine çevrilemediğinde ise, UPR hücre apoptozunu 

indükler. Gao ve ark. (2012) H2O2’nin GRP78’i ve protein ubikitinasyonunu düzenleyerek 

UPR’yi tetikleyebileceğini ve bunun da renal tübüler epitel hasarına katkıda 

bulunabileceğini göstermişlerdir. Oksidatif stres, çeşitli akciğer proteinlerine geri 

dönüşümsüz olarak zarar verir ve bu proteinler ubikitin-proteazom sistemi veya otofajik 

vakuoller vasıtasıyla degrade edilir (Kenche ve ark. 2013, Van Rijt ve ark. 2012, Groskreutz 

ve ark. 2010). 

 Bu tez çalışmasında, ROS oluşumu indüklenen BEAS-2B hücrelerinde, maruziyet ve 

kontrol grupları, UPR parametreleri olan IRE1α, GRP78, PERK ve ATF6 genlerinin 

ekspresyon düzeyleri, ATF4 ve IRE1α’nın ise protein ekspresyon düzeyleri açısından 

kıyaslandı. Böylelikle, BEAS-2B hücrelerinde oksidatif stres koşulları altında ortaya çıkan 

ER stresi ve UPR yolağının aktif olmasının altında yatan sebebin yukarıda belirtilen gen ve 

proteinlerle ilişkili olup olmadığı ve RHE-231’in oluşan bu ER stresini hafifletip 

hafifletmediği değerlendirildi.  

 Mevcut çalışmamızda, UPR yolağında yer alan parametrelerden IRE1α ve PERK gen 

ekspresyon seviyelerinin, maruziyet grubunda kontrol grubuna kıyasla anlamlı derecede 

arttığı gözlendi. 20 µM H2O2 + 5 µM RHE-231 ve 20 µM H2O2 + 10 µM RHE-231 

konsantrasyonlarında kontrol grubuna kıyasla anlamlı bir artış bulundu. 20 µM H2O2 + 5 µM 

RHE-231 konsantrasyonda IRE1α genindeki kat değişimi değeri 11.95 (p<0.05) kat iken, 

PERK genindeki kat değişimi değeri 3.65 (p<0.05) kat; 20 µM H2O2 + 10 µM RHE-231 

konsantrasyonda IRE1α genindeki kat değişimi değeri 14.31 (p<0.001) kat iken, PERK 

genindeki kat değişimi değeri 39.27 (p<0.05) kat artış olarak gözlendi. UPR yolağında yer 

alan diğer parametrelerden ATF6 ve GRP78 gen ekspresyon seviyelerinde ise, gruplar 

arasında anlamlı bir fark gözlenmedi (p>0.05). Çalışmamızdan farklı olarak, Xue ve ark. 

(2005), mürin fibrosarkom hücrelerini kullanarak TNFα’nın ROS’a bağlı bir şekilde UPR’yi 
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indüklediğini bildirmişlerdir. Aynı zamanda, H2O2 indüklü oksidatif stresin sadece eIF2α 

yolağını aktif ettiğini, ancak IRE1 yolağını aktif etmediğini ortaya koymuşlardır.  

 UPR yolağında yer alan parametrelerden ATF6 ve GRP78’te bir farkın görülmemesi 

(p>0.05), PERK ve IRE1α’da ise artış görülmesi (p<0.05 ve p<0.001) oksidatif stres uyarılı 

BEAS-2B hücrelerinde ER stresinin PERK ve IRE1α yolağı üzerinden tetiklendiğini 

düşündürmektedir. Ancak gen ekspresyonu düzeyinde elde edilen sonuçlar ilgili 

değerlendirmeler için yetersiz kalmaktadır. Bu sonucu desteklemek için, mevcut sonuçların 

protein düzeyi ile desteklenmesi gerekmektedir. Nitekim çalışmamızda bu değerlendirme 

aşamasında ilgili parametrelerin protein düzeyi Western Blot ile tayin edildi. Protein 

seviyelerinde 20 µM H2O2, 20 µM H2O2 + 5 µM RHE-231 ve 20 µM H2O2 + 10 µM RHE-

231 konsantrasyonlarında ATF4 ve IRE1α miktarlarında kontrol grubuna kıyasla anlamlı 

derecede artış gözlendi (p<0.001). Zhang ve Wang (2018) tauroursodeoksikolik asit 

(TUDCA)’nın ER stresini hafifletip hafifletmediğini test etmek için, yenidoğan sıçan 

kardiyomiyositlerini 6 saat boyunca farklı H2O2 konsantrasyonlarına (0.1-2 mM) maruz 

bırakmışlardır. Bizim çalışmamızdan farklı olarak, maruziyet sonrasında H2O2’nin GRP78 

ekspresyon düzeyini kontrol grubuna kıyasla anlamlı şekilde artırdığını (p<0.05) fakat daha 

sonra H2O2’nin bu etkilerinin TUDCA ile azaldığını ortaya koymuşlardır. 

 İnositol gerektiren enzim 1α (IRE1α), bir transmembran ER stres sensörüdür (Patil ve 

Walter 2001, Kaufman ve ark. 2002). IRE1α’nın aktif olmasıyla XBP1 splays edilir. Splays 

edilmiş XBP1 (XBP1s) mRNA’sı, protein katlanmasında görev alan ER şaperonlarının, 

foldazların, çeşitli sitokinleri kodlayan genlerin ve ERAD ilişkili genlerin (Ruggiano ve ark. 

2014) ekspresyon seviyesini artıran transkripsiyon faktörü olarak görev yapar (Yoshida ve 

ark. 2001, Calfon ve ark. 2002, Lee 2001, Urano ve ark. 2000). XBP1s ayrıca kolesterol 

sentezinde rol oynayan genleri ve ER membranının genişlemesine izin veren yeni lipid çift 

katmanlarının oluşumunu artırır (Lee ve ark. 2003). Çalışmamızda IRE1α gen ekspresyon 

düzeyinin H2O2 konsantrasyonu artışına bağlı olarak artmasının nedeni, UPR’nin aktif 

olmasıyla birlikte IRE1α’nın ER şaperon miktarının, ERAD genlerinin ve ER membran 

lipidlerinin biyosentezini artırmak için olabileceğini düşündürmektedir. IRE1α gen 

ekspresyon düzeyinin 20 µM H2O2 grubu ile karşılaştırıldığında 20 µM H2O2 + 5 µM RHE-

231 konsantrasyonda 11.95 (p<0.05) kat, 20 µM H2O2 + 10 µM RHE-231 konsantrasyonda 

ise 14.31 (p<0.05) kat artış göstermesi, RHE-231’in ER stresini hafifletmek adına herhangi 

bir olumlu etki göstermediğini, bu nedenle IRE1α gen ekspresyon düzeyinde azalmanın 
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olmadığını düşündürmektedir. Nitekim IRE1α’nın protein sonuçları da gen ekspresyon 

sonucunu desteklemektedir. Lin ve ark. (2007) yaptıkları çalışmada, HEK293 hücrelerinde 

UPR yolağındaki PERK, IRE1 ve ATF6’yı incelemişler ve stres devam etse bile, üç sinyalin 

zayıflatılmasının zaman sürecinin birbirinden farklı olduğunu bildirmişlerdir. Araştırmacılar 

uzun süreli ER stresi sırasında, önce IRE1 sinyalinin, ardından ATF6’nın ve son olarak da 

PERK sinyalinin kapatıldığını göstermişlerdir. Daha sonra IRE1 sinyalini deneysel olarak 

uzatmışlar ve hücre sağkalımının arttığını gözlemişlerdir. Böylece IRE1 aktivitesi ile hücre 

sağkalımı arasında bir bağlantı olduğunu göstermişlerdir. Sonuçta, stres devam etse bile 

IRE1 sinyalinin zayıflamasının, UPR indüksiyonundan sonra hücrenin hayatta kalma veya 

ölüm kararını vermede önemli bir adım olacağını ortaya koymuşlardır. Ge ve ark. (2018) 

sıçanlarda spinal sinir ligasyon (SNL) modeli oluşturarak ER stresi ve nöropatik ağrı 

arasındaki neden-sonuç ilişkisini incelemişlerdir. SNL modelinin sıçanların omuriliğinde 

oksidatif stres meydana getirdiğini (p>0.05) ve buna bağlı olarak da ER stres markırlarından 

IRE1, PERK ve ATF6’nın aktivasyonunda önemli artış olduğunu ortaya koymuşlardır. Daha 

sonra, SNL sıçanlarının nosiseptif davranışı üzerindeki etkisini incelemek için sıçanlara 

TUDCA vermişlerdir. TUDCA ile muamele sonrasında, SNL tarafından indüklenen ER stres 

markırlarının (IRE1, PERK ve ATF6) ifadelerinin büyük ölçüde azaldığını gözlemişlerdir. 

 Protein kinaz-benzeri ER kinaz (PERK) yolağı, çeşitli lösin fermuar transkripsiyon 

faktörleri, Nrf2 ve bir transkripsiyon faktörü olan ATF4’ün ekspresyonunu artırarak 

oksidatif strese karşı hücresel yanıtta önemli rol oynar (Harding ve ark. 2003, Schröder ve 

Kaufman 2005b, Koritzinsky ve ark. 2006, Cullinan ve Diehl 2004). Çalışmamızda PERK 

gen ekspresyon düzeyinin H2O2 konsantrasyonu artışına bağlı olarak artmasının nedeni, 

UPR’nin aktif olmasıyla birlikte H2O2’nin meydana getirdiği oksidatif hasarı hafifletmek 

için olabileceğini düşündürmektedir. PERK gen ekspresyon düzeyinin 20 µM H2O2 grubu 

ile karşılaştırıldığında 20 µM H2O2 + 5 µM RHE-231 konsantrasyonda 3.65 (p<0.05) kat, 

20 µM H2O2 + 10 µM RHE-231 konsantrasyonda ise 39.27 (p<0.001) kat artış göstermesi, 

RHE-231’in ER stresini hafifletmek adına herhangi bir olumlu etki göstermediğini, bu 

nedenle PERK gen ekspresyon düzeyinde azalmanın olmadığını düşündürmektedir. Nitekim 

PERK’in aktive ettiği ATF4’ün protein sonuçları da PERK gen ekspresyon sonucunu 

desteklemektedir. Jung ve ark. (2007) BEAS-2B hücrelerini pro-oksidatif bir madde olan 

dizel egzoz partikülü (DEP) ile muamele etmişlerdir. Daha sonra hücreleri bir antioksidan 

olan N-asetilsistein (NAC) varlığında veya yokluğunda muamele etmişlerdir. DEP ile 
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maruziyet sonrasında, çalışmamızla uyumlu olarak, konsantrasyon ve zamana bağlı bir 

şekilde ATF4 ekspresyonunun arttığını göstermişlerdir. NAC ile muamele edildiğinde ise 

ATF4’ün ekspresyonunun düştüğünü ortaya koymuşlardır. Yu ve ark. (2015) yaptıkları 

çalışmada, BEAS-2B hücrelerinde GRP78, p-elF2a ve CHOP ekspresyon seviyelerini 

ölçerek sigara dumanı ekstraktının ER stresini tetikleyip tetiklemediğini araştırmışlardır. 

Sigara dumanı ekstraktına maruz bırakılan hücrelerde GRP78, p-elF2a ve CHOP 

miktarlarının zamana bağlı bir şekilde önemli ölçüde arttığını göstermişlerdir. Daha sonra 

14,15-epoksieikosatrienoik asit (14,15-EET)’nin sigara dumanı ekstraktı kaynaklı ER stresi 

üzerindeki etkisini araştırmışlardır. 14,15-EET ile maruziyet sonrasında, sigara dumanı 

ekstraktı ile indüklenen GRP78, p-elF2α ve CHOP ekspresyon düzeyinin önemli ölçüde 

azaldığını ortaya koymuşlardır. 

 Katlanmamış protein cevabı aktive edildiğinde, IRE1 ve PERK’in sitozolik domainleri 

otofosforilasyona uğramaktadır (Kawaguchi ve Ng 2011, Gardner ve ark. 2013). IRE1 ve 

PERK’in aktivasyonu birkaç bZIP transkripsiyon faktörünün ekspresyonunu artırır. PERK 

ile indüklenen eIF2α, ATF4’ü kodlayan mRNA’nın translasyonunu kolaylaştırır. Bu da 

apoptozda rol oynayan bir transkripsiyon faktörü olan CHOP’un ekspresyonunu artırır (Hetz 

2012, Lee ve ark. 2003). Bununla birlikte, yanlış katlanmış proteinlerin nasıl algılandığı 

henüz tam olarak anlaşılamamıştır. GRP78’in yanlış katlanmış proteinlerin birikimine yanıt 

olarak PERK, IRE1 ve ATF6’nın lümen yüzeyindeki bağlanma bölgelerinden ayrıldığına 

inanılmaktadır. Bunun yanında, IRE1 ve PERK’in lümen yüzeyindeki peptit oluklarına 

yanlış katlanmış proteinlerin doğrudan bağlanmasının da aktive edici olduğu 

belirtilmektedir. ATF6’da böyle bir bağlayıcı oluk bulunmamaktadır (Kawaguchi ve Ng 

2011, Gardner ve ark. 2013). Ayrıca, UPR’nin birkaç kolu işbirliği içinde etkileşime girer 

ve bir yolağın aktivitesini artırabilir. Örneğin, ATF6, XBP1s’in ekspresyonunu artırır ve 

bununla dimerize olur. ATF6 ayrıca CHOP ekspresyonunu artırmak için ATF4 ile etkileşime 

girer (Walter ve Ron 2011). 

 Kelsen ve ark. (2008) yaptıkları çalışmada, kronik olarak sigara içmenin insan 

akciğerinde UPR’yi indüklediği hipotezini test etmek için karşılaştırmalı proteomik analizi 

yapmışlardır. Bunun için, sigara içmeyenler, kronik sigara içenler ve daha önceden sigara 

içenler olmak üzere üç gruptan elde edilen akciğer dokusu örnekleri üzerinde çalışmalar 

yapmışlardır. Sigara içmeyenlere kıyasla, kronik sigara içenlerde ve daha önceden sigara 

içenlerde GRP78, kalretikulin, protein disülfit izomeraz (PDI) ve antioksidan savunmasında 
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yer alan enzimler gibi belirli UPR proteinlerinin ekspresyon seviyelerinin arttığını ortaya 

koymuşlardır. Daha sonra, in vitro ortamda, insan solunum epitel hücrelerini sigara dumanı 

ekstraktı ile muamele etmişler ve ATF4, Nrf2 ve GRP78’in hızlı bir şekilde (<24 saat) 

arttığını bildirmişlerdir. Bu veriler ile sigara dumanının insan akciğerinde başlangıçta hızlı, 

konsantrasyona bağlı ve sigarayı bırakma ile geri dönüşümlü olarak UPR’yi aktif hale 

getirdiğini göstermişlerdir. 

 Kenche ve ark. (2013) yaptıkları çalışmada, in vivo olarak sigara dumanına maruz 

bırakılan farelerde p-eIF2α, CHOP ve p50 ATF6N proteinlerinin ekspresyonunun arttığını 

ve tek bir sigaraya akut olarak maruz bırakıldıktan sonra bile fare akciğer lizatlarında XBP1s 

mRNA’sında küçük (iki kattan az) değişiklik olduğunu göstermişlerdir. Değişikliklerin 

maruziyetten 12 saat sonra azaldığını bildirmişlerdir. Geraghty ve ark. (2011) ise yaptıkları 

çalışmada, fareleri 4 hafta sigara dumanı ekstraktına maruz bırakmışlar ve fare akciğer 

lizatlarında ATF4 ve CHOP mRNA’sının arttığını göstermişlerdir. Bir yıl süresince 

uygulanan maruziyetten sonra ise, kontrol değerlerinin altında önemli düşüşler olduğunu 

göstermişlerdir. Daha sonra araştırmacılar 10 gün boyunca sigara dumanı ekstraktına maruz 

bırakılan farelerin alveolar makrofajlarında ATF4 ve CHOP mRNA’sının arttığını 

bildirmişlerdir. Farelerdeki bu iki çalışmanın sonuçları, UPR’deki değişikliklerin hızlı, 

geçici ve hücre tipine bağlı olma ihtimalini ortaya koymaktadır (Geraghty ve ark. 2011). 

 Yukarıda yapılan çalışmaların aksine, Korfei ve ark. (2008) yaptıkları çalışmada, son 

evre KOAH hastalarının eksplante edilen akciğerlerinde UPR belirteçleri olan GRP78, 

XBP1s, CHOP ve ATF6N’nin ekspresyonunu saptamamışlardır. Bununla birlikte, bu UPR 

belirteçlerinin, idiyopatik pulmoner fibrozis (İPF)’li deneklerin akciğerlerinde ve bu 

deneklerden izole edilen alveolar tip II epitel hücrelerinde arttığını göstermişlerdir (Korfei 

ve ark. 2008). 

 Solunum epiteli vücudun iç çevresi ile dış çevre arasında bir ara yüz olarak işlev 

görerek solunum yolunun yabancı partiküllerden korunmasında büyük öneme sahiptir. 

Oksidatif ajanlara maruz bırakılan epitel dokusunun ER stresine neden olduğunu gösteren 

birçok in vivo ve in vitro çalışma mevcuttur. Bu tez çalışmasında, insan bronş epitel hücre 

hattı olan BEAS-2B hücreleri H2O2’ye maruz bırakılarak oksidatif hasarlı hücre modeli 

oluşturulmuştur. Maruziyet sonrasında, BEAS-2B hücrelerinde hücre canlılığının azaldığı, 

ER stresinin arttığı ve UPR yolağında yer alan IRE1α ve PERK gen ekspresyon düzeylerinin 

konsantrasyona bağlı olarak arttığı gösterilmiştir. Bu bulgular H2O2 gibi oksidan maddelerin 
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başta KOAH olmak üzere, kronik solunum yolu hastalıklarının gelişimine katkıda 

bulunabileceğini göstermektedir. Bunun yanında, ER stresini hafifletmesini beklediğimiz 

benzimidazol türevi bileşik olan RHE-231’in ilgilenilen yolak üzerinde etkili olmadığı 

ortaya koyulmuştur. H2O2’nin BEAS-2B hücrelerinde gösterilen etkilerinin altında yatan 

mekanizmaların daha iyi aydınlatabilmesi için, çalışmamızdan elde edilen in vitro verilerin 

hayvan modelleri oluşturularak in vivo ortamda da test edilmesi verilerimizin geçerliliğinin 

test edilmesi açısından yararlı olacağı düşünülmektedir. 
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6. SONUÇ 

 

 

 Bu tez çalışmasında, BEAS-2B hücrelerinde, konsantrasyona bağlı olarak, oksidatif 

stresin gen ve protein düzeyinde ER stresini uyardığını ve UPR yolağını aktif hale getirdiğini 

gözlemledik. Ancak, farklı biyolojik aktivitelere sahip olan ve UPR yolağındaki etkisini 

araştırdığımız yeni sentezlenen benzimidazol türevi bileşik RHE-231’in ER stresini 

hafifletmede etkili olmadığını gözlemledik. Birçok hastalığın patofizyolojisinde rol alan ER 

stresini azaltacak potansiyel moleküllerin keşfi için daha fazla yeni molekülün sentezlenip 

biyolojik aktivitelerinin araştırılması gerekmektedir. 
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